 I PROPRIETATILE GENERALE ALE LICHIDELOR 1 DETERMINAREA COEFICIENTULUI DE TENSIUNE SUPERFICIALA A LICHIDELOR Notiuni teoretice Stratul de la suprafata unui lichid care are grosimea razei sferei de actiune moleculara, 5 10-9m, se numeste strat superficial Toate moleculele cuprinse în acest strat vor fi atrase spre interiorul lichidului datorita faptului ca fortele de atractie (coeziune) exercitate de moleculele din interior (din lichid) sunt mai mari decât cele exercitate de moleculele de gaz în contact cu suprafata lichidului Din cauza ca moleculele acestui strat sunt atrase spre interior, stratul superficial va exercita asupra lichidului o presiune Moleculele din stratul superficial au o energie potentiala mai mare decât cele din interior Pe de alta parte, se stie ca în general, sistemele se gasesc în echilibru când energia lor potentiala devine minima De aici rezulta ca starea de echilibru se realizeaza când exista cele mai putine molecule la suprafata, de unde rezulta tendinta de micsorare a suprafetei libere a lichidului Fortele tangentiale care iau nastere în stratul superficial si care micsoreaza suprafata libera a lichidului poarta numele de tensiune superficiala Din cauza existentei tensiunii superficiale suprafata libera a unui lichid într-un vas este plana, iar picaturile de lichid în cadere adopta forma sferica Forta de tensiune superficiala este data de relatia: F = , unde este o constanta ce depinde de natura lichidului si se numeste coeficientul de tensiune superficiala, iar l este lungimea conturului pe suprafata lichidului Se exprima cu ajutorul relatiei ? = F/1 si are unitatea de masura N/m în sistemul international de unitati Coeficientul de tensiune superficiala este deci egal cu forta ce se exercita în planul suprafetei (sau tangent la aceasta pentru suprafetele curbe), perpendicular pe unitatea de lungime El scade cu cresterea temperaturii datorita cresterii energiei cinetice a moleculelor lichidului Pentru coeficientul de tensiune superficiala se poate utiliza si definitia ce rezulta din amplificarea cu distanta (d), pe care se deplaseaza forta, conform formulei: s [N/m; J/m2 ] Se observa ca valoarea coeficientului de tensiune superficiala reprezinta, de fapt, energia libera a unitatii de suprafata a stratului superficial Într-un sistem izolat care evolueaza izoterm se produc numai acele procese ce duc la scaderea energiei libere a sistemului În consecinta, energia libera a stratului superficial poate scadea atât prin reducerea suprafetei libere cât si prin diminuarea coeficientului de tensiune superficiala Pentru o solutie, la echilibru, stratul ei superficial va avea suprafata minima posibila, iar pe aceasta suprafata se vor fixa acele molecule din solutie care reduc coeficientul de tensiune superficiala, el luând valoarea minima posibila Substantele organice continând în molecule atât grupuri polare, hidrofile, cât si lanturi hidrocarbonate, hidrofobe, au tendinta de a se acumula la suprafata solutiei, prin aceasta energie libera a sistemului reducându-se Explicatia rezida în aceea ca lanturile hidrofobe vor fi excluse din faza apoasa pe când gruparile hidrofile vor ramâne incluse în stratul superficial al fazei apoase Are loc, deci, un fenomen de absorbtie, moleculele ramânând fixate la suprafata solutiei Astfel, continutul de molecule de acest tip este mai mare în stratul superficial decât în straturile profunde ale solutiei Scaderea energiei libere a sistemului prin acest fenomen se traduce prin reducerea energiei libere pe unitatea de suprafata a stratului superficial, adica a coeficientului de tensiune superficiala Astfel de substante, care se absorb în stratul superficial al solutiilor si duc la scaderea coeficientului de tensiune superficiala, se numesc tensioactive Cantitatea de substanta tensioactiva absorbita pe stratul superficial este o functie crescatoare de concentratia solutiei Marind progresiv concetratia solutiei,cantitatea de substanta absorbita va creste la rândul ei, determinând scaderea progresiva a coeficientului de tensiune superficiala Aceasta scadere continua pâna înca se mai pot absorbi noi molecule si înceteaza în momentul în care suprafata este "saturata", adica este în întregime ocupata Cresterea în continuare a concentratiei solutiei nu mai duce la scaderea tensiunii superficiale, aceasta având valoarea minima posibila pentru solutia data, întrucât si cantitatea de substanta absorbita pe unitatea de suprafata este maxima posibila Substantele hidrofile, (electrolitii sau substantele puternic polare) au molecule care interactioneaza cu apa mai puternic decât moleculele de apa între ele Datorita acestui fapt, la dizolvarea unei astfel de substante în apa starea de energie minima a sistemului se realizeaza daca moleculele solvite sunt înconjurate din toate partile de molecule de apa Ca urmare, ele au tendinta de a se acumula în interiorul solutiei apoase si nu se vor fixa pe stratul superficial Coeficientul de tensiune superficiala a unei astfel de solutii va fi egal sau cu putin crescut în raport cu cel al apei pure Substantele care la dizolvarea lor nu modifica sau cresc foarte putin coeficientul de tensiune superficiala se numesc tensioinactive Cresterea usoara a coeficientului de tensiune superficiala ce se observa uneori la astfel de solutii se explica prin atractia mai mare la care sunt supuse moleculele stratului superficial de apa prin prezenta în interiorul solutiei a moleculelor puternic hidrofile Si în acest caz energia libera a sistemului este minima, cresterea discreta a energiei libere a stratului superficial fiind însotita de o scadere foarte exprimata a energiei libere a solutiei prin interactiunea dintre moleculele hidrofile si apa Pentru serul sanguin normal coeficientul de tensiune superficiala este de 67 - 68 10-3 N/m, iar pentru urina 70 10-3 N/m Aceste valori sunt numai cu putin mai mici decât coeficientul de tensiune superficiala al apei la 20?C, care este 72 10-3 N/m Ele se reduc considerabil ori de câte ori se acumuleaza în sânge si se elimina prin urina substante tensioactive (de exemplu: saruri biliare - în caz de icter mecanic) Principiul masuratorii Un lichid lasat sa curga liber printr-un orificiu foarte strâmt aflat la capatul inferior al unui tub capilar asezat în pozitie verticala curge sub forma de picaturi Fiecare picatura se desprinde de capatul tubului în momentul când greutatea si G devine egala cu fortele de tensiune superficiala F exercitate pe circumferinta care formeaza linia de contact dintre marginea tubului si baza picaturii Vom avea deci: G = F Deoarece G = mg si F = 2? r ? atunci: m g = 2? r ?, unde m = masa picaturii, g = acceleratia gravitationala În momentul desprinderii, greutatea picaturii este proportionala cu constanta de tensiune superficiala a lichidului (legea lui Tate) În locul masei unei picaturi putem lua produsul dintre volumul ei (v) si densitatea lichidului (d), deoarece m = v d vdg = 2? r ? (1) Volumul unei picaturi e greu de masurat direct, însa îl putem determina indirect, masurând exact un volum V de lichid (volumul stalagmometrului), determinând numarul de picaturi (n) pe care îl da acest volum la curgerea spontana prin orificiul capilar si facând raportul: V Introducând aceasta valoare a lui v în (1) avem: 2 ? r ? (2) Luând un al doilea lichid, de exemplu apa, vom avea o relatie asemanatoare : da g = 2 ? r ?a (3) Împartind relatia (2) cu (3) obtinem: (4) de unde coeficientul de tensiune superficiala a lichidului respectiv: (5) Relatia (5) ne permite sa calculam coeficientul de tensiune superficiala a unui lichid determinând numarul de picaturi dat de un volum anumit de lichid si numarul de picaturi dat de acelasi volum de apa Aparatura : Stalagmometrul Traube se compune dintr-un tub de sticla care prezinta un rezervor prevazut cu doua repere circulare a si b Tubul în portiunea lui inferioara se continua cu un capilar c, care se termina cu o suprafata largita si slefuita orizontal d Deasupra si dedesubtul reperelor a si b sunt gravate pe tub mai multe diviziuni care servesc la determinarea fractiunilor de picatura Se spala stalagmometrul cu alcool si se usuca la trompa de vid Se aspira în stalagmometru lichidul si se numara picaturile desprinse între aceleasi repere Fie n numarul lor si d densitatea lichidului la temperatura de lucru Se repeta operatia de mai multe ori si se face media determinarilor Rezultatele se trec într-un tabel de felul celui ilustrat mai jos În functie de substanta tensioactiva utilizata se vor face determinari la mai multe concentratii urmârindu-se scaderea tensiunii superficiale cu concentratia Rezultatele se vor reprezenta grafic = f(c) Nr solutie Concentratie d [g/cm3 ] (x103 Kg/m3) Nr de picaturi n Nr mediu de picaturi [dyn/cm] (x10-3 N/m3) 2 DETERMINAREA COEFICIENTULUI DE VÂSCOZITATE Notiuni teoretice Mediile interne ale organismului, sângele, lichidul interstitial, citoplasma etc , sunt sisteme disperse care poseda proprietatile fizice generale ale fluidelor Vâscozitatea este o proprietate a fluidelor determinata de frecarea interna ce ia nastere în masa fluidului ca urmare a miscarii straturilor care se deplaseaza unele fata de altele cu viteze diferite Sa consideram ca exemplu de fluid un lichid aderent, apa, care curge cu viteza mica printr-un tub Se constata ca viteza de curgere este mai mica în apropierea peretilor tubului si mai mare de-a lungul axului Explicatia fenomenului este urmatoarea: un strat de apa adera de peretii tubului si ramâne în repaus, de acesta se freaca stratul urmator, care se va misca cu o viteza relativ mica Straturile urmatoare se vor misca cu o viteza din ce în ce mai mare pâna ce se atinge o viteza constanta, dependenta de presiunea de curgere si de vâscozitate O astfel de curgere la care deplasarea lichidului se face prin straturi paralele cu directia de curgere se numeste curgere laminara Rezulta ca în masa lichidului care curge prin tub exista un gradient de viteza perpendicular pe directia de curgere Un fluid la care deplasarea reciproca a straturilor s-ar face fara frecare se numeste fluid perfect Fortele de frecare interna care apar la curgerea unui fluid determina vâscozitatea fluidelor Ea depinde de natura lichidului ca si de concentratia, marimea si forma moleculelor dizolvate Pentru definirea coeficientului lui de vâscozitatea sa considram în interiorul unui fluid un strat de molecule asezate într-un plan orizontal, de suprafata S, care se deplaseaza prin masa lichidului în planul propriu cu viteza v Din cauza frecarii interne straturile vecine vor fi antrenate cu o forta F, a carei valoare depinde de marimea suprafatei de contact , de variatia vitezei , de distanta dintre straturi si de o constanta care depinde de natura lichidului Relatia care leaga toate aceste marimi este urmatoarea: Fig 2 1 a) Curgerea laminara; b) Aparitia fortelor de vâscozitate Din relatia de mai sus, valoarea constantei va fi: Aceasta constanta se numeste coeficient de vâscozitate si este o marime caracteristica pentru fiecare lichid Masurarea coeficientului de vâscozitate are importanta atât pentru cercetarea medicala, unde poate fi utilizat pentru determinarea formei si marimii moleculelor dizolvate, cât si pentru aprecierea modului de desfasurare a fenomenelor hidrodinamice din organism Astfel cresterea coeficientului de vâscozitate a sângelui duce conform legii lui Poiseuille, la scaderea debitului sanguin daca forta de contractie a inimii ramâne constanta În acest caz mentinerea constanta a debitului sanguin nu se poate realiza decât prin cresterea fortei de contractie a muschiului cardiac, deci si a tensiunii arteriale Principiul determinarii Pentru calcularea coeficientului de vâscozitate se utilizeaza trei categorii de metode: 1) metode bazate pe curgerea lichidelor prin tuburi capilare conform legii lui Poiseuille; 2) metode bazate pe rezistenta opusa de catre fluide la caderea unei sfere, conform legii lui Stokes; 3) metode de antrenare, bazate pe antrenarea în miscarea de rotatie a unui cilindru suspendat în masa lichidului În cadrul lucrarilor de laborator noi vom utiliza numai metode bazate pe legea lui Poiseuille Relatia stabilita de Poiseuille pentru cantitatea de lichid ce trece printr-un tub cilindric, daca curgerea se face laminar, este urmatoarea: unde Q este volumul de lichid care se scurge în timpul t, r este raza tubului capilar, l este lungimea capilarului si P presiunea de curgere Daca tubul capilar se gaseste în pozitie verticala presiunea de curgere P este egala cu presiunea hidrostatica a coloanei de lichid în tub Notând înaltimea coloanei de lichid cu h, densitatea lichidului,? , si acceleratia gravitationala g, vom avea urmatoarea relatie: P = ? g h Întroducând în relatia de mai sus, avem Din aceasta relatie se poate calcula coeficientul de vâscozitate al lichidului daca masuram marimile cuprinse în relatie Raza unui tub capilar este greu de masurat cu precizie, în practica utilizam un procedeu care elimina din calcul aceasta marime Astfel se fac determinari comparative lasând sa curga prin acelasi tub capilar lichidul al carui coeficient de vâscozitate vrem sa-l aflam si apoi un volum egal de apa distilata al carui coeficient de vâscozitate este cunoscut Vom avea pentru lichid si apa distilata urmatoarele relatii: si Împartind aceste relatii obtinem: si Ultima relatie se va folosi la calculul coeficientului de vâscozitate, tinând cont de valorile constantelor ? a = 1 Cp = 10-3Ns/m2 si ?a = 0,997 g/cm3 Aparatura Pentru determinarea coeficientului de vâscozitate vom utiliza vâscozimetrul Ostwald (figura de mai jos) Fig 2 2 Vâscozimetrul Ostwald Mod de lucru Aparatul se spala bine si se usuca la trompa de vid Se introduce cu o pipeta o cantitate determinata de lichid în rezervorul vâscozimetrului, aceeasi cantitate pentru toate solutiile Se aspira încet lichidul în rezervorul situat la partea superioara a tubului capilar Se lasa lichidul sa se scurga determinându-se cu ajutorul unui cronometru timpul necesar scurgerii lichidului între cele doua repere Pentru aceeasi solutie se efectueaza mai multe determinari, si se va face media rezultatelor care se trec în tabelul urmator: Nr Solutie [g/cm3] Timp de scurgere Timp mediu de scurgere cP(x10-3 Ns/m2) 1 2 Detreminarea vascozitatii sângelui are o deosebita importanta medicala deoarece vâscozitatea sângelui variaza dupa cum urmeaza : - sânge total, de la 3,5 pâna la 5,4 ·10 -3 N· s/m² - valori medii :- femei 4,5·10¯³ N·s/ m² -barbati : 5,0·10¯³ N · s/ m² - plasma sanguina, de la 1,9 - 2,3 ·10¯³ N ·s /m² - serul sanguin, de la 1,6-2,2 · 10¯³ N· s /m² Vâscozitatea sângelui total este mai crescuta la barbat fata de femeie, la adult fata de copil, mai mare la sângele venos decât cel arterial, depinzând de concentratia de CO2 din sânge Din punct de vedere patologic vâscozitatea sângelui creste în cazul poliglobuliei si leucemiei, scade în cazul anemiei depinzând de volumul si forma hematiilor, precum si în hipoproteinemie 3 DENSIMETRIE Notiuni teoretice Densitatea este o caracteristica fizica proprie fiecarei substante Se defineste densitatea absoluta ca fiind masa unitatii de volum, adica raportul d = m/v exprimata în kg/m3 Daca în locul masei din formula de mai sus se introduce greutatea substantei, care variaza în raport cu acceleratia gravitationala (G = mg ), atunci se poate defini notiunea de greutate specifica ( ? = mg/V) Se mai defineste densitate relativa ca fiind raportul dintre densitatea absoluta a unei substante si densitatea absoluta a apei distilate la + 4oC (când este maxima ) sau la o alta temperatura data: dr = = = ,care este o marime adimensionala Mentionam ca masa unui metru cub de apa distilata la: 0oC este 999,8 kg + 4oC este 999,9 kg ˜ 1000 kg + 25oC este 997,0 kg ceea ce demonstreaza ca densitatea variaza odata cu modificarea temperaturii, astfel ca pentru masurarea riguroasa a densitatii absolute se face întotdeauna corectia de temperatura necesara ( dcorectata = dr · da toC , unde densitatea apei distilate la toC se cunoaste din tabele ) Daca se afla direct prin cântarire valorile m si ma, se poate calcula densitatea oricarei substante dorite Densitatile diferitelor materiale exprimate în 103 kg/m3: platina 21,40 O2 lichid 1,14 aur 19,30 gheata 0,92 mercur 13,59 potasiu 0,86 fier 7,86 petrol 0,80 aluminiu 2,71 alcool 0,79 sulf 2,00 lemn stejar 0,70 CO2solid 1,53 H2 lichid 0,07 Conform principiului lui Arhimede, un corp scufundat într-un lichid este împins de sus în jos cu o forta egala cu greutatea volumului de lichid dezlocuit Cum fiecare lichid are o anumita densitate înseamna ca prin scufundarea aceluiasi corp în diferite lichide, desi se dislocuiesc volume egale, acestea vor avea greutati diferite, ceea ce genereaza forte de împingere diferite Pe acest rationament se bazeaza determinarea densitatii lichidelor cu ajutorul densimetrelor (areometrelor), balantei Mohr-Westphal, metoda Van Slyke pentru densitatea sângelui etc 3 1 DETERMINAREA DENSITATII LICHIDELOR SI SOLIDELOR CU AJUTORUL PICNOMETRULUI SI A BALANTEI DIGITALE a) La lichide: Deoarece se lucreaza cu unul si acelasi picnometru, volumul apei si a lichidului studiat sunt aceleasi, urmând doar sa masuram masele cu ajutorul unei balante electronice Vom introduce notatiile: m0 = masa picnometrului; ma = masa picnometrului umplut cu apa distilata; ml = masa picnometrului umplut cu lichidul studiat; m = masa lichidului studiat; v = volumul picnometrului, egal cu al apei sau al lichidului studiat; da = densitatea apei la temperatura de lucru ( se ia din tabele ); d = densitatea lichidului studiat deci m = m1 - m0 v = (ma - m0 )/ da d = m/v =( ml - m0 )/ (ma - m0 )· da b) La solide: Volumul unui corp solid se poate afla indirect prin masurarea masei de apa dislocuite de catre acel corp Astfel vom introduce si notatiile: ms = masa corpului studiat; mas = masa picnometrului care contine corpul studiat si în rest este umplut cu apa distilata; vs = volumul corpului studiat ( egal cu volumul apei dislocuite de catre corpul studiat, la introducerea în picnometru ); ds = densitatea corpului studiat deci vs = (ma + ms - mas )/ da ds = ms/vs = ms / (ma + ms - mas )· da Dispozitive: Picnometrele sunt vase de sticla de diferite capacitati prevazute cu dopuri strabatute de o capilara fina Cele mai pretentioase sunt prevazute cu termometre iar capilarele sunt marcate cu un reper (R) Unele picnometre pentru corpuri solide nu au dop iar pe gâtul lor este trasat reperul R (fig 3 1 ) Alte instrumente necesare sunt balanta digitala si termometrul digital Mod de lucru Dupa ce se spala bine picnometrul si se usuca, se cântareste cu precizie masa sa împreuna cu dopul (m0) Se umple apoi cu apa distilata astfel încât la punerea dopului apa sa refuleze prin capilara acestuia iar în interior sa nu ramâna bule de aer Se sterge exteriorul picnometrului si dopul astfel încât capilara acestuia sa ramâna plina cu lichid Cântarind acum picnometrul cu apa obtinem valoarea ma Se procedeaza identic si pentru aflarea celorlalte valori necesar calculului (masa picnometrului cu lichidul de studiat-de exemplu solutie hidro-alcoolica- si masa picnometrului care contine corpul solid -de exemplu câteva bile de plumb) Pentru obtinerea unor rezultate precise se va avea în vedere totdeauna grija ca: - lichidul din interior sa nu contina bule de aer; - corpul solid sa-l cântarim numai când este perfect uscat; - sa luam în lucru o cantitate cât mai mare de substanta solida; Densitatea apei (da) necesara calculelor se afla din tabele, corespunzator temperaturii de lucru ( temperatura se va masura cu termometrul digital) Calculele si prezentarea rezultatelor Dupa aflarea tuturor maselor prin cântarire, facem înlocuirile în formulele respective si calculam densitatile substantelor studiate (plumb, aliaje) Rezultatele le vom trece într-un tabel: Nr Substanta m0 ma ml ms mas dl ds g g g g g 103 kg/m3 103 kg/m3 1 lichid - - - 2 solid - - - 3 2 DETERMINAREA DENSITATII LICHIDELOR CU AREOMETRELE Dupa cum am aratat în introducere, un corp scufundat într-un lichid va ramâne în echilibru numai când greutatea va fi egala cu cea a volumului de lichid dislocuit Pe acest principiu sunt construite areometrele, formate în principal dintr-o tija de sticla cu gradatii Tg, o contragreutate G si un termometru T Fig 3 3 Utilizarea densimetrelor Se observa usor daca d2 > d1, atunci v2 t2 > t1 Înlocuind valorile pentru Q1, Q2 si Q3 obtinem: mc ( t - t1 ) = ( m1 c1 + m2 c2 ) ( t2 - t1 ) Capacitatea calorica a calorimetrului ( m2 c2 ) se determina în prealabil si poarta denumirea de echivalent în apa al calorimetrului (notat cu A) Astfel se poate calcula caldura specifica a unui corp tinând cont de valoarea echivalentului în apa al calorimetrului si de faptul ca pentru apa caldura specifica este egala cu 1 cal/g grad ( sau 4185 J/kg grad ), avem: c = Dispozitive: Vasul calorimetric este compus dintr-un vas cilindric B, introdus într-un vas mai mare C si izolat termic Vasul B contine o cantitate precis masurata de apa, un termometru D si un agitator E ( Fig 4 1 ) Fig 4 1 Partile componente ale unui calorimetru Mod de lucru; - Se introduce în calorimetru o cantitate de apa precis masurata, m1 - Se masoara temperatura apei din calorimetru t1 ( fie cu un termometru cu mercur, fie cu un termometru electric ) - Se cântareste corpul; apoi se introduce într-un vas cu apa care fierbe, unde se lasa câteva minute - Se masoara temperatura apei care fierbe si care reprezinta temperatura initiala a corpului t - Se introduce repede corpul încalzit în calorimetru, agitând lent apa din calorimetru - Se urmareste indicatia termometrului În momentul în care ea este stationara se citeste valoarea Aceasta este temperatura finala a amestecului, t2 Pentru a determina caldura specifica a corpului se introduc datele în relatia de mai sus Masuratorile si calculele se vor efectua pentru diferite materiale: fier, plumb, aluminiu, aliaje Rezultatele se trec în tabelul urmator: Nr Materialul A m m1 t2 t1 t c det studiat J/kg J/kg grad ( cal/g) g g 0C 0 C 0C (cal/g grad) 1 Pb 2 Al 4 2 DETERMINAREA CALDURII SPECIFICE A UNUI LICHID Pentru a determina caldura specifica a unui lichid se foloseste un"purtator de caldura" numit termofor Termoforul este un balon de sticla prevazut cu un tub subtire, el poate transporta aceeasi cantitate de caldura atât lichidului de referinta ( apa ) cât si lichidului de cercetat, deci este valabila ecuatia calorimetrica Qtermofor = Qapa si Qtermofor= Qlichid Mod de lucru: Se masoara masa m vas a vasului interior al calorimetrului, ma-masa apei ce se introduce în el si temperatura ta a sistemului apa-calorimetru Termofor b Se umple balonul pâna la reperul a cu un lichid colorat si se încalzeste într-un vas cu apa calda pâna lichidul din tub atinge nivelul b În acest proces de încalzire termoforul primeste cantitatea de caldura Q Se scoate termoforul din baia calda si se introduce în apa din calorimetru , urmarind coborârea nivelului de la b la a În acest proces de racire termoforul va ceda apei exact aceiasi cantitate de caldura pe care a primit-o Dupa stabilirea echilibrului termic se masoara temperatura finala tf Se repeta aceleasi operatii cu lichidul de cercetat Dupa golirea apei din calorimetru se introduce o masa de lichid ml si se masoara temperatura lui t l Masa lichidului se poate afla din produsul volumului de lichid si densitatea lui Se încalzeste din nou termoforul în baia calda pâna ce lichidul din tub atinge nivelul b dupa care se introduce în calorimetrul cu lichid si se asteapta atingerea nivelului a, iar temperatura de echilibru va fi te Cantitatea de caldura cedata lichidului în aceste conditii este egala cu cea cedata apei Cantitatea de caldura primita de apa si de vasul interior al calorimetrului va fi : Q = m aca ( t f - t a ) + m vas cvas ( t f - t a ) Cantitatea de caldura primita de lichidul de cercetat si de vasul interior al calorimetrului va fi: Q = m l cl ( t e - t l ) + m vasc vas( t e - t l ) Dar m vascvas = C (capacitatea calorica a vasului ) care este deja cunoscuta m a c a ( t f - t a ) + C ( t f - t a ) = m l c l ( t e - t l ) + C ( t e - t l ) rezulta c l = Se va determina caldura specifica a doua lichide diferite (alcool etilic si solutie de acid acetic) Se stie ca apa are ca = 1 cal/gr grd, iar în general caldurile specifice ale lichidelor obisnuite sunt mai mici decât a apei 4 3 DETERMINAREA VARIATIEI DE ENTALPIE LA DIZOLVARE În sistemele biologice vii au loc o serie de transformari energetice însotite de producere de caldura Desigur, rolul principal în producerea caldurii îl au procesele de oxidare ale substantelor nutritive, iar o parte mai mica o au si procesele de hidroliza, de dizolvare etc , procese care au loc la presiune constanta (1atmosfera ) Pentru a studia aceste procese s-a introdus o functie de stare numita entalpie (H), care poate fi exprimata cu ajutorul relatiei: H = U + pV (1) Unde U este energia interna a sistemului, p este presiunea la care se gaseste sistemul iar V este volumul lui Variatia entalpiei H = H2 - H1 reprezinta cantitatea de caldura pe care sistemul o schimba cu mediul exterior într-un proces izobar, H = Q p , Q p = U + pV (2) Procesul de dizolvare a substantelor este însotit de caldura de dizolvare, care depinde de interactiunea ionilor sau moleculelor substantei cu moleculele dizolvantului La dizolvarea unei substante cristaline în apa au loc urmatoarele fenomene: a) distrugerea retelei cristaline de catre moleculele de apa dipolare, care se interpun între ionii sarii, energia ce trebuie cheltuita în acest proces se numeste energie de retea Hr si b) solvatarea (hidratarea) lor când are loc o degajare de caldura datorita interactiunilor ion-dipol, numita energie de solvatare H s Conform legii lui Hess, suma cantitatilor de caldura ce însoteste un proces este constanta Hdiz = H r + H s (3) Energia de retea Hr are valoarea de cca 102 cal /mol si este pozitiva deoarece este absorbita de sistem, iar energia de solvatare H s are cam aceeasi valoare dar este negativa, deoarece ea este degajata de catre sistem Entalpia de dizolvare (caldura de dizolvare) poate fi pozitiva (dizolvarea endoterma ) sau negativa (dizolvare exoterma ) dupa cum energia de retea este mai mare sau mai mica decât energia de solvatare Caldura degajata sau absorbita se masoara în calorii /mol sau în jouli/mol Cantitatea de caldura Q primita sau cedata de un corp de masa m si caldura specifica c depinde de variatia temperaturii t adica: Q = m ct (4) Produsul dintre caldura specifica si masa lui se numeste capacitate calorica : C = m c , Deci: Q = C t (5) Pentru determinarea caldurii de dizolvare se aplica ecuatia calorimetrica conform careia cantitatea de caldura absorbita de un sistem este egala cu cea degajata de alt sistem, cu care este în contact În cazul dizolvarii unor saruri, caldura primita pentru dizolvare (Qp ) este egala cu cea cedata de sistemul calorimetric (Qcal ) si de caldura cedata de solvent (Q sol ) Caldura cedata de calorimetru este Qcal = Ct , iar cea cedata de solvent este Qsol = m s c s t, deci caldura totala este: H = Q p = Q sol + Q cal = m sc s t + Ct = ( m scs + C )t (6) unde ms este masa solutiei ( masa apei + masa sarii ), c caldura specifica a solutiei care se poate egala cu cea a apei (1 cal/gr grd ) Constanta calorimetrului C se poate determina din calcul Entalpia de dizolvare se raporteaza la un mol de substanta Modul de lucru: Se cântaresc urmatoarele: vasul interior al calorimetrului si agitatorul, masa de apa ce se va introduce în acest vas si sarea pe care vrem s-o dizolvam, într-o eprubeta De exemplu: utilizati 200 moli apa (1Mapa = 18 g ) pentru 1mol sare Se introduce eprubeta cu sare în apa din calorimetru si se masoara temperatura din minut în minut, pâna ce ea ramâne constanta Se va folosi termometrul digital Se varsa continutul eprubetei în apa, se agita pâna la dizolvarea sarii Se masoara din nou temperatura, timp de 5 minute, din minut în minut Pentru a gasi valoarea lui t se reprezinta grafic temperatura în functie de timp Se calculeaza apoi variatia entalpiei cu relatia (6) Fig 4 2 Variatia temperaturii în procesul de dizolvare II MASURAREA PROPRIETATILOR ELECTRICE ALE LICHIDELOR BIOLOGICE 5 CONDUCTOMETRIE Determinarea concentratiei electrolitilor din plasma sanguina este foarte utila în practica clinica deoarece ofera indicatii asupra metabolismului hidromineral, asupra repartitiei apei în organism între cele trei compartimente: intracelular, interstitial si vascular În diferite tulburari ale echilibrului hidromineral aceasta repartitie poate suferi modificari importante Determinarea concentratiei electrolitice a plasmei se poate face prin mai multe metode: conductivitate electrica, crioscopie sau prin dozarea separate a ionilor Prin masurarea conductibilitatii sau a rezistivitatii se poate face o dozare destul de precisa si rapida a electrolitilor din plasma, substantele neionizabile cum sunt urea sau glucoza nefiind implicate în aceste determinari Notiuni teoretice de baza: Se numeste conductivitate electrica G ( conductanta ), valoarea inversa a rezistentei, a mediului respectiv: G = , unde R este rezistenta electrica si se masoara în ohmi () Pentru conductorii de ordinul II conductibilitatea este o proprietate caracteristica si depinde de concentratia ionilor în solutie (deci de gradul de disociere electrolitica), de numarul de purtatori de sarcina si de viteza cu care acestia transporta curentul în solutie Rezistenta electrica este data de relatia: R = , în care l este lungimea conductorului, s sectiunea, rezistenta specifica sau rezistivitatea ( masurata în cm ) Ea depinde de mediului respectiv Rezistenta specifica, , este rezistenta unui cub din acel mediu care are lungimea si sectiunea egala cu unitatea Conductanta mediului G se masoara în -1, numita si Siemens ( S ) Valoarea inversa a rezistentei specifice se numeste conductivitate electrica specifica : = = ( -1cm-1 ) sau ( S/cm ) Conductivitatea electrica specifica depinde de natura substantei, de temperatura si de concentratia solutiei Pentru a determina conductivitatea electrica specifica a unui electrolit este nevoie de o celula de conductibilitate Aceasta e alcatuita din doi electrozi de platina cu suprafata de cca 1 cm2 si distantati la 1 cm, astfel încât volumul de lichid sa ramâna acelasi pentru toate solutiile de masurat Celula de conductibilitate se caracterizeaza prin constanta celulei, care este data de raportul dintre distanta dintre electrozi si suprafata lor, k = ( cm-1 ) Deoarece raportul l/S apare si în legea lui Ohm, constanta celulei se poate determina prin masuratori de rezistenta sau de conductanta a unor solutii etalon de electrolit cu conductivitate cunoscuta, ? = G k ( S cm-1 ) De obicei valoarea lui ? este data în prospectul aparatului Spre exemplu, conductivitatea solutiilor de KCl la 250 C este data în tabelul de mai jos Concentratia molara 0,1 0,02 0,01 Conductivitatea /-1cm-1/ 0,01289 0,002768 0,001412 În practica se utilizeaza conductivitatea echivalenta sau cea molara adica conductivitatea raportata la numarul de echivalenti-gram sau de molecule-gram de electrolit într-un cm3 de solutie Acestea sunt simbolizate prin ?e si ?m si pot fi calculate cu relatia : ?e , m = = V unde c e,m = concentratia echivalenta sau cea molara, iar V este volumul în cm3 Spre exemplu, fie o solutie molara a unei substante care disociaza în n ioni Fiecare mol din aceasta solutie contine 6,02 1023 molecule si poseda o sarcina electrica egala cu n 6,02 1023 1,6 10-19 coulombi sau n Faraday Prin definitie o concentratie de 1 Echivalent reprezinta concentratia ionilor pozitivi sau negativi care au o sarcina electrica de 1 Faraday În exemplul de mai sus concentratia echivalenta a solutiei este de n Echivalent / litru Experimental s-a putut demonstra ca conductivitatea echivalenta scade daca concentratia creste si se pot observa doua tipuri de comportamente care caracterizeaza electrolitii tari, respectiv cei slabi La dilutii mari ( 1/ c 10 4) ea ramâne aproximativ constanta si se numeste conductivitate echivalenta la dilutie infinita Extrapolând la origine, la dilutie infinita - unde comportamentul tinde sa fie ideal - se obtine conductivitatea echivalenta limita ?0 Fig 5 1 Dependenta conductivitatii electrice de concentratie pentru electroliti tari respectiv slabi Masurarea conductivitatii (rezistivitatii) are mare importanta în determinarea concentratiei ionilor din plasma sanguina Valoarea normala a rezistivitatii plasmei sanguine la temperatura corpului este de 69-79 ohm cm O crestere a rezistivitatii a plasmei sanguine, indica o scadere a concentratiei electrolitilor din plasma Concentratia totala a electrolitilor din plasma sanguina se poate determina cu ajutorul relatiei: c = [ mEq / litru] unde este rezistivitatea electrica, iar P proteinemia în g/l, care este data în functie de densitatea plasmei în tabelul de mai jos Tabelul 5 Densitatea g/cm3 Proteinemia g/l Densitatea g/ cm3 Proteinemia g/l 1,016 30,9 1 026 65,2 1,017 34,3 1,027 68,8 1,018 37,7 1,028 72,0 1,019 41,2 1,029 75,5 1,020 44,6 1,030 78,9 1 021 48,0 1,031 82,3 1,022 51,4 1,032 85,7 1,023 54 9 1,033 89,2 1,024 58,9 1,034 92,6 1,025 61,7 1,035 96,3 Valoarea normala a concentratiei totale a electrolitilor în plasma este de 310 mEq/l Masuratorile conductometrice efectuate în legatura cu proprietatile electrice ale celulelor sanguine indica o valoare a capacitatii electrice de 1 µF/ cm2 si o conductanta de 48 mS/cm, iar conductivitatea citoplasmei este de 4 mS/cm 5 1 Utilizarea multimetrului electrochimic - pH, mV, temperatura si conductivitate într-un singur instrument - CONSORT C 830 La acest instrument pot fi conectate simultan un electrod de pH, un electrod redox, o celula de conductivitate si un senzor de temperatura Parametrii tehnici: Domeniu de masura: 0-14 pH, ± 1000 mV, 0-100ºC, 0-100 mS/cm Rezolutie : 0 01 pH, 1 mV, 1ºC, 0 1 µS/cm Precizie - pH/mV - 0 5% din valoarea masurata - conductivitate- 2% pe toata scala Compensarea temperaturii- automat sau manual în intervalul 0-100 ºC Calibrare -automata pH 2 puncte si conductivitate 1 punct Recunoastere tampon - pH, 9 valori preprogramate Accesorii- celula de conductivitate SK10B - electrod de pH SP10B - senzor de temperatura ST10N - stativ flexibil cu brat - Solutii tampon si pentru calibrare Pe cutia aparatului exista 5 taste Cu tasta Mode se poate selecta modul de lucru (masurarea conductivitatii, pH, temperatura) procedura de etalonare si revenire la modul initial Butonul CAL începe sau continua etalonarea sau alegerea unei functii , sagetile ?? se folosesc pentru alegerea manuala a unei valori sau a unei functii, iar tasta ON/OFF pentru conectarea sau deconectarea aparatului Pe ecran pot aparea câteva mesaje sau coduri de eroare: / or / = depasirea scalei , / cc / = constanta celulei în afara domeniului de masura, / CAL/ = greseala de etalonare, / MEM/ = eroare de memorare Nu se va introduce celula de conductivitate si electrodul de pH în acelasi timp în solutie Fig 5 2 Conductometrul CONSORT 830 5 1 a Modul de lucru pentru masurarea conductivitatii : ? Se selectioneaza gama de conductibilitate apasând pe butonul Mode ? Dupa ce s-a spalat electrodul cu apa distilata, pe urma cu solutia etalon de 0,01 M KCl ( 1413 S/ cm ), se cufunda apoi electrodul în aceasta solutie Temperatura solutiei nu are importanta, dar totusi ea trebuie sa fie cuprinsa între 0 si 30 grade Celsius Daca temperatura este diferita, se compenseaza manual la valoarea indicata Apasati apoi tasta Cal ? Aparatul va arata temperatura de referinta / r 20/ sau / r 25 / Alegeti valoarea dorita si apasati tasta Cal ? Aparatul va indica constanta celulei de ex / 1 045 / si se etaloneaza automat când afisajul este stabil ( adica tasta Cal înceteaza clipirea ) ? Dupa ce se clateste electrodul cu apa distilata, apoi cu solutia de masurat, se introduce în solutia de masurat si se citeste valoarea pe ecran ? Dupa utilizare, spalati electrodul si introduceti-l în apa distilata ( adaugati putin detergent pentru a conserva mai bine suprafata electrozilor de platina) 5 1 b Modul de lucru pentru masurarea pH ? Se va selecta gama de pH cu ajutorul tastei Mode Afisajul va indica imediat valoarea masurata la etalonarea precedenta Pentru o noua etalonare, se apasa tasta CAL ? Se clateste electrodul cu apa distilata si se introduce într-unul din tampoane ? Afisajul va indica unul dintre cele 9 tampoane din memorie, spre exemplu 4 01, în timp ce indicatorul pH de pe ecran clipeste Se alege cu ajutorul sagetilor tamponul corespunzator si se apasa tasta Cal Aparatul va arata tamponul masurat si se va calibra automat atunci când afisajul este stabil(indicatia Cal de pe ecran nu mai clipeste) ? Se va clati electrodul cu apa distilata si se introduce în cel de-al doilea tampon ? Afisajul va indica un nou tampon din memorie (de exemplu 9 18) în timp ce indicatorul pH de pe ecran clipeste Se alege tamponul corespunzator si se apasa tasta Cal, etalonarea se face automat ? Se clateste electrodul cu apa distilata si se introduce în solutia de masurat, apoi se citeste direct valoarea de pe ecran ? Dupa folosire clatiti totdeauna electrozii cu apa distilata si pastrati în solutie de KCl cu concentratie 3 4 M 5 1 c Modul de lucru pentru masurarea mV ? Selectionati gama mV cu tasta Mode ? Dupa clatirea cu apa distilata se introduce electrodul în solutia de masurat si se citeste valoarea pe ecran ? Dupa folosire se clateste cu apa distilata si se pastreaza în solutie KCl 3 4 M Pentru toate modurile de lucru se poate folosi concomitent senzorul de temperatura Aplicatie: 1) Se pregateste o solutie de KCl 1 n si o solutie de CH3COOH 1 n, în apa distilata Apoi se vor prepara dilutiile 0,1; 0,01; 0,001 si 0,0001 normal si se va determina conductivitatea si pH-ul lor Datele se vor trece în urmatorul tabel Se va reprezenta grafic conductivitatea în functie de concentratie pentru fiecare solutie Solutie Concentratia [ n ] G [ -1 = Siemens] ? [ mS/ cm] pH 2) Se va calcula concentratia totala de electroliti din plasma cunoscând valoarea normala a rezistivitatii electrice a plasmei, conform formulei de mai sus Proteinemia se determina din tabelul 5 în functie de densitatea plasmei 6 STUDIUL UNEI PILE DE CONCENTRATIE Notiuni teoretice : Un electrod metalic introdus în solutie apoasa ce contine ionii sai va participa la o reactie redox de tipul : red z e- + ox , unde red - atomul neutru, z - valenta ionului, e - sarcina electronului, ox -ionul cu sarcina +z Întrucât electronii ramân în metal iar ionii trec în solutie, datorita atractiei electrostatice dintre ei, se formeaza la interfata metal-solutie un strat dublu electric Diferenta de potential datorita stratului dublu electric se opune trecerii unei noi cantitati de ioni în solutie Sistemul ajunge la echilibru când tendinta de trecere a ionilor în solutie datorita diferentei de potential chimic între formele red si ox este anulata de tendinta trecerii în sens opus datorita diferentei de potential electric Se poate demonstra (având în vedere ca potentialul chimic în faza metalica este egal cu potentialul standard) ca potentialul electric al electrodului metalic în raport cu solutia se poate calcula cu formula: , unde Cox - este concentratia molara a ionilor în solutie, R - constanta universala a gazelor, T- temperatura absoluta, z- valenta ionului, F - numarul lui Faraday (96500 C/mol) , E0 - potentialul electric normal al electrodului (potentialul electric standard daca temperatura este 25?C) Doi electrozi identici introdusi în solutii de concentratii diferite, C1ox si C2ox, se vor încarca la potentiale diferite, E1 si E2 E1 = E0 + E2 = E0 + La punerea în contact electric a celor doua solutii printr-o punte electrolitica (continând o sare ce disociaza în ioni cu mobilitati egale si deci nu produce potential de difuziune) între cei doi electrozi apare o diferenta de potential electric, E: E = E2 - E1 = Un astfel de dispozitiv se numeste pila de concentratie datorita faptului ca diferenta de potential electric este o consecinta a diferentei de concentratie a ionilor în cele doua solutii Cazul discutat mai sus se refera la trecerea în solutie a unor ioni pozitivi Daca electrodul utilizat se comporta reversibil în raport cu ionii negativi din solutie diferenta de potential se va calcula cu aceeasi formula doar semnul va fi schimbat datorita schimbarii polaritatii stratului dublu electric În general se va putea scrie: E = Semnul "+" utilizându-se pentru ionii pozitivi, iar "-" pentru ionii negativi Trecându-se la logaritmi zecimali se obtine forma practica a formulei de mai sus: E = , sau E = În cele ce urmeaza se va studia potentialul electric generat de o pila de concentratie a ionului C1- din solutiile de KCl, dispozitiv ce se apropie de comportamentul ideal Electrozii utilizati sunt fire de argint pe care s-a depus electrolitic un strat de AgCl (notati pe scurt electrozi Ag/AgCl) si care sunt reversibili în raport cu Cl- Electrodul introdus în solutie mai diluata de KCl va trimite în faza apoasa mai multi ioni Cl-, el încarcându-se la un potential pozitiv în raport cu cel aflat în solutia mai concentrata Diferenta de potential, masurata în mV, va fi: E = - 2302 sau, dupa rasturnarea fractiei: E = 2302 (mV) Masurarea diferentelor de potential generate de pilele de concentratie nu poate fi facuta cu instrumente obisnuite datorita faptului ca acestea modifica stratul dublu electric de la suprafata electrozilor prin cantitatea mare de curent ce trebuie sa le strabata Din acest motiv se folosesc galvanometre sau milivoltmetre electronice care au rezistenta de intrare suficient de mare Materiale necesare Milivoltmetrul cu afisaj digital, 2 electrozi Ag/AgCl montati pe suporti ce se pot deplasa vertical pe stative, 2 pahare Berzelius de 50 ml, fâsii de hârtie de filtru (ca punti electrolitice), solutie de KCl cu concentratia 1 2 moli/litru, cilindru gradat de 50 ml, apa distilata Descrierea aparaturii Dispozitivul experimental este realizat pe doua stative verticale în lungul carora pot fi deplasate suporturile pe care sunt fixati cei doi electrozi si de care pot fi prinse cu cleme paharele Berzelius continând solutiile de lucru Primul pahar Berzelius va contine solutia de KCl nediluata, de referinta, cu concentratia pe care o vom nota C1 si care ramâne nemodificata pe tot cursul experientei Al doilea pahar Berzelius va contine solutii de concentratie variabila, C2, obtinute prin diluarea progresiva a solutiei de referinta Prin coborârea suportilor, electrozii El1 si El2 pot fi introdusi în solutiile respective Puntea electrolitica, P, dintre cele doua solutii este realizata cu o banda de hârtie de filtru Cablurile electrozilor El1 si El2 vor fi cuplate la bornele 'referinta' si respectiv, 'masurare' ale milivoltmetrului sau pH-metrului În cazul utilizarii unui pH-metru butonul de comutare mV-pH se va pune în pozitia 'mV' Fig 6 2 Reprezentarea schematica a dispozitivului experimental pentru o pila de concentratie Modul de lucru Se cupleaza milivoltmetrul la retea si se porneste urmarindu-se aprinderea ecranului de afisaj Nu se va da importanta valorilor indicate de aparat atâta timp cât electrozii nu sunt introdusi în solutie iar puntea electrolitica nu este instalata între cele doua vase cu solutie În ambele pahare, dupa ce în prealabil au fost spalate cu apa distilata, se introduce solutie de concentratie C1 Paharul nr1 se va prinde cu o clema pe stativul din stânga, în el va fi introdus electrodul El1 si va fi mentinut astfel pâna la sfârsitul determinarilor În paharul nr 2, prins de stativul din dreapta, va fi introdus electrodul El2 si cu o banda de hârtie de filtru se va face legatura cu vasul nr 1 Indicatiile aparatului se vor stabiliza într-un interval de timp 1-2 minute Daca întregul sistem functioneaza corect diferenta de potential afisata de aparatul de masura este nula, sau difera cu cel mult 5 mV Vom nota aceasta valoare E1 În continuare, se poate scoate electrodul El2 din vasul nr2 si din solutia ce o contine se prepara, prin diluare 1/2, 50 ml solutie de concentratie C2 = C1/2 (25 ml solutie intiala + 25 ml apa distilata) Aceasta se reintroduce în vasul nr 2 dupa clatirea lui cu apa Se repeta masurarea diferentei de potential obtinându-se valoarea E2 Se procedeaza ca si mai sus, în mai multe rânduri, diluând succesiv solutia din vasul nr 2, astfel încât sa se obtina valorile pentru potentialele E4, E8, E16, E32 corespunzatoare unor solutii din vasul nr 2 de concentratii C1/4, C1/8, C1/16, C1/32, Este foarte important ca la fiecare masuratoare sa se schimbe puntea de hârtie de filtru dintre vase Altfel exista riscul falsificarii rezultatelor prin modificarea concentratiilor din acest vas Prezentarea rezultatelor si calcule: C2 C1/1 C1/2 C1/4 C1/8 C1/16 C1/32 C1/64 C1/128 C1/C2 1 2 4 8 16 32 64 128 lg 0,00 0,301 0,602 0,903 1,204 1,505 1,806 2,107 En(mV) O Se va reprezenta grafic dependenta potentialului pilei de concentratie, E, în functie de lg (C1/C2) trasându-se dreapta care aproximeaza cel mai bine punctele obtinute experimental Cu ajutorul graficului se stabilesc valorile pentru panta experimentala a dreptei ke: ke= Ecuatia drepetei experimentale cu valorile astfel gasite se va scrie sub formula: E = E0 + ke lg (C1/C2) Aceasta ecuatie va fi comparata cu cea teoretica: E = kt lg (C1/C2)unde kt = este panta teoretica pentru masuratori facute în mV Astfel se poate aprecia cât de aproape de comportamentul ideal este pila studiata Aceasta apropiere este cu atât mai mare cu cât E0 (potentialul datorita asimetriei în functionarea electrozilor) este mai redus si cu cât panta experimentala ke se apropie mai mult de valoarea calculata pentru panta teoretica kt III PROPRIETATI OPTICE ALE LICHIDELOR BIOLOGICE 7 DETERMINAREA INDICELUI DE REFRACTIE AL UNEI SOLUTII CU AJUTORUL REFRACTOMETRULUI ABBE Notiuni teoretice Refractia luminii reprezinta fenomenul de trecere a undei luminoase dintr-un mediu optic cu indicele de refractie n1 într-un alt mediu optic cu indicele de refractie n2, cu schimbarea directiei de propagare Reprezentând raza de incidenta (1), raza refractata (2) si notând: - i: unghiul de incidenta, format de raza incidenta cu normala în punctul de incidenta la suprafata de separare dintre cele doua medii - r: unghiul de refractie, format de raza refractata cu normala, putem afirma ca raza incidenta, raza refractata si normala la suprafata sunt coplanare si are loc relatia : n1 sin i = n2 sin r Fig 7 1 Fenomenul de reflexie, refractie si reflexie totala a luminii Discutii: 1 daca n2>n1 atunci r i; raza refractata se departeaza de normala 3 la suprafata de separare dintre doua medii transparente au loc simultan fenomene de reflexie si de refractie a luminii 4 atunci când n2 n1sin l = n2 Daca lumina trece din mediul 1 în mediul 2 si n1>n2 atunci exista relatia sin 1 = n2 / n1 , relatie ce poate servi la aflarea unuia din cei doi indici de refractie daca se cunoaste celalalt si se masoara unghiul limita, 1 Pe acest principiu este construit refractometrul Abbe cu ajutorul caruia se poate citi direct indicele de refractie al unui lichid (dupa ce s-a adus în dreptul unui reper fix zona de delimitare lumina - întuneric ce apare atunci când radiatiile se propaga în conditiile refractiei la unghiul limita) Determinarile refractometrice ne dau informatii pretioase si în legatura cu structura unor substante, cum ar fi de exemplu cele organice Refractia specifica si refractia moleculara a unei substante sunt marimi fizice importante care pot caracteriza din punct de vedere optic un lichid biologic Ea se poate calcula cu ajutorul relatiei lui Lorenz: Rs= si rm = rs ·M în care n este indicele de refractie iar d este densitatea Produsul dintre refractia specifica si greutatea moleculara M a unei substante se numeste refractie moleculara Aceasta marime este si ea o caracteristica moleculara a fiecarei substante, valoare ei depinzând de starea de agregare a substantei respective Refractia moleculara în cazul substantelor organice este egala cu suma refractiilor atomice si a refractiilor legaturilor, precum si a grupelor continute de molecula Refractometria ca metoda de lucru are urmatoarele avantaje: se lucreaza cu o cantitate infima de substanta (1-2 picaturi), este o metoda rapida si foarte precisa (se poate citi indicele de refractie cu o precizie de 4 zecimale) Cunoscându-se indicele de refractie, se poate determina concentratia solutiilor studiate( în cazul laboratorului clinic -concentratia proteinelor în lichidele biologice) Aparatura: Refractometrul de tip ABBE-Convex are urmatoarele parti componente: 1 Ocular, marire optica 30X 2 Dispozitiv de deschidere/închidere a prismei 3 Oglinda reflectatoare 4 Intrare pentru masurarea temperaturii apei de racire (daca este cazul) 5 Intrare pentru luminarea prismei 6 Intrare pentru sistem de termostatare 7 Prisma superioara 8 Dispozitiv pentru controlul dispersiei 9 Dispozitiv de ajustare -masurare 10 Buton pentru compensarea culorii 11 Intrare pentru masurarea temperaturii probei cu termometrul digital 12 Buton de calibrare 13 Reglajul luminozitatii scalei de masurare Fig 7 2 Refractometrul ABBE, tip CONVEX Partea principala a refractometrului Abbe se compune din doua prisme, una pentru masurare si cealalta pentru iluminare, care se pot bloca cu ajutorul unui surub Prin intermediul unui tambur se poate deplasa blocul prismelor astfel ca în câmpul vizual al lunetei sa ne apara o imagine pe jumatate iluminata si a carei limita de separatie între zona iluminata si cea întunecata sa fie plasata exact la încrucisarea celor doua fire reticulare Modul de lucru Înainte de masuratoarea propriu zisa trebuie facute câteva teste de calibrare Se deschide intrarea prismei superioare (5) si se închide oglida reflectatoare (3) Se actioneaza tamburul de compensare a culorii (10) pâna când culorile rosu si albastru dispar complet Metoda de calibrare utilizând apa distilata: Se deschide prisma superioara, se pipeteaza 2-3 picaturi de apa si apoi se închide Daca temperatura înregistrata este de 20ºC, indicele de refractie ar trebui sa fie 1,3330 În caz contrar, se actioneaza tamburul (9) pâna când scala indica valoarea mentionata De asemenea se actioneaza butonul de calibrare pâna când limita de separare lumina-umbra corespunde cu intersectia firelor reticulare Calibrarea odata facuta, se poate proceda la masuratorile propriu zise, determinând pentru diferite lichide biologice atât indicele de refractie (cu precizie de patru zecimale) cât si concentratia procentuala Daca masuratoarea se face la temperaturi mai mari sau mai mici de 20ºC trebuie facuta o corectie a rezultatului În tabelele urmatoare sunt trecute corectiile care trebuie facute în functie de temperatura si câteva valori ale indicelui de refractie pentru unele substante de referinta În figura alaturata sunt prezentate doua tipuri de refractometre portabile care permit masuratori rapide si usoare, ideale pentru determinarea concentratiei procentuale în scala Brix Scala de masurare Brix arata concentratia procentuala a unor substante solide dizolvate în apa, fiind calibrata la cantitatea de zahar (trestie de zahar) în grame, continuta în 100g de apa Deci când se masoara o solutie care contine zahar, scala Brix indica exact concentratia reala Calcule si prezentarea rezultatelor Odata citite valorile indicelui de refractie si ale concentratiei, cu ajutorul formulelor anterioare se calculeaza refractia moleculara si refractia specifica pentru fiecare proba În cazul solutiilor proteice, concentratia se va determina din tabelele puse la dispozitie Rezultatele se trec în tabelul urmator: Nr sol n Concentratia proteine serice d (kg/m3) Refractia specifica rs Refractia moleculara rm 8 DETERMINAREA CONCENTRATIILOR SOLUTIILOR OPTIC ACTIVE CU POLARIMETRUL Notiuni teoretice Conform legilor electro-magnetismului o perturbatie electromagnetica aparuta într-o regiune a spatiului devine izvorul altor perturbatii de aceeasi natura în portiunile învecinate în spatiu - apare astfel o unda electromagnetica care se va propaga cu viteza luminii Legile generale ale miscarii ondulatorii se refera în aceeasi masura atât la undele longitudinale cât si la cele transversale Vibratiile longitudinale sunt simetrice fata de directia de propagare, adica actiunea lor asupra unui aparat receptor oarecare nu se schimba daca acest aparat este rotit în jurul directiei de propagare În cadrul undelor transversale conditiile de actiune ale undei asupra aparatului pot fi diferite, dupa cum vibratiile transversale sunt surprinse într-un plan sau într-altul, care trece prin directia de propagare Din teoria electromagnetica a luminii rezulta ca undele luminoase sunt transversale Într-adevar, toate legile electromagnetismului duc la concluzia ca variatia în timp a intensitatii câmpului electric este însotita de aparitia unui câmp magnetic-alternativ , orientate perpendicular unul în raport cu celalalt Un asemenea câmp electromagnetic alternativ nu ramâne fix în spatiu, ci se propaga cu viteza luminii de-a lungul unei linii perpendiculare pe vectorii si , generând unde electromagnetice, unde de lumina În felul acesta cei trei vectori , si viteza de propagare , sunt perpendiculari între ei, cu alte cuvinte directiile vectorilor si sunt perpediculare pe directia de propagare, adica unda electromagnetica este transversala În fiecare caz dat exista o anumita orientare si prin urmare raza luminoasa nu reprezinta axa de simetrie a undelor electromagnetice O asemenea simetrie este caracteristica undelor transversale Vom întelege prin lumina naturala acea lumina în care vom întâlni toate orientarile posibile ale vectorului ( si prin urmare si ale lui ) Lumina în care , la fel si îsi pastreaza o singura directie, o vom numi lumina polarizata Planul care trece prin directia de propagare si care cuprinde vectorul electric, se numeste plan de vibratie al luminii polarizate, iar planul în care se gaseste vectorul magnetic si directia de propagare se numeste plan de polarizatie Fig 8 1 Planurile de vibratie si de polarizatie in cazul luminii polarizate Fenomenul de polarizare al luminii, adica selectionarea undelor de lumina cu o anumita orientare a vectorului electric E, are loc prin reflexia sau refractia luminii la suprafata de separare a doi dielectrici izotropi sau prin dubla refractie când lumina trece printr-un cristal anizotrop Un sistem este izotrop daca toate proprietatile sale sunt identice dupa oricare din directiile spatiului, iar un sistem va fi anizotrop daca proprietatile lui depind de directia dupa care are loc fenomenul Noi vom studia dubla refractie (sau birefringenta) ce are loc la trecerea luminii printr-un cristal de spat de Islanda (CaCO3) care cristalizeaza în sistemul romboedric Daca pe un asemenea cristal cade un fascicul de lumina, dupa refractie el va da nastere la doua fascicule, având directii diferite Chiar daca unghiul de incidenta este nul, fascicolul refractat este dublu Raza care se propaga în continuarea fascicolului incident se numeste raza ordinara iar cea de a doua, raza extraordinara Daca studiem cele doua raze emergente constatam ca ambele sunt polarizate, si anume în planuri perpendiculare între ele 8 1 Metode optice care utilizeaza lumina polarizata Radiatia plan si circular polarizata Radiatia electromagnetica reprezinta o unda ai carei vectori electric (E) si magnetic (H) oscileaza perpendicular pe directia de propagare si sunt orientati reciproc perpendicular Frecventa oscilatiei, ?, reprezinta numarul de oscilatii pe secunda Lumina nepolarizata sau naturala contine cuante ai caror vectori au orientarile distribuite aleator, neexistând un mod privilegiat de oscilatie Lumina plan-polarizata este cea în care vectorul electric, respectiv magnetic, oscileaza fiecare doar într-un singur plan Lumina circular polarizata are caracteristic faptul ca vectorul electric, respectiv magnetic, ramân constanti în modul dar descriu fiecare o traiectorie elicoidala (Fig 5), cu ? rotatii pe secunda Dupa sensul în care vârful vectorului parcurge elicea (atunci când privim spre sursa), lumina poate fi circular polarizata spre stânga (sens trigonometric sau antiorar) ori spre dreapta (sens antitrigonometric sau orar) Lumina plan-polarizata poate fi considerata ca fiind rezultatul compunerii vectoriale a doua unde coerente, cu aceeasi amplitudine, circular-polarizate una spre stânga si una spre dreapta Importanta studiilor în lumina polarizata Singura interactiune fizica care depinde explicit de asimetria structurii moleculelor este interactiunea cu radiatia polarizata Asimetria structurii trebuie înteleasa în sens general, aici intrând: asimetria distributiei de sarcina (dipolii electrici permanenti); asimetria în dislocarile sarcinilor sub influenta câmpului electric exterior (polarizabilitate asimetrica); asimetria în miscarea electronilor pe orbitalii de valenta ("atomi asimetrici"); etc În plus, fata de studiile în lumina nepolarizata, interactiunea luminii polarizate cu moleculele ofera informatii de natura geometrica (orientare, distributie, ordonare, suscesiune) asupra unor legaturi sau zone din molecule 8 2 Absorbtia luminii polarizate Ca în orice metoda de spectroscopie de absorbtie, lungimile de unda alese se afla în domeniile benzilor de absorbtie ale legaturilor În cazul luminii polarizate, interactiunea vectorului electric va depinde de orientarea dipolilor absorbanti si de geometria orbitalilor pe care sunt distribuiti electronii în jurul atomilor Absorbtia luminii polarizate are particularitati exploatate de tehnicile de dicroism linear - în cazul utilizarii luminii plan polarizate si dicroism circular - în cazul celui circular polarizate 8 2 1 Dicroismul linear (DL) reprezinta fenomenul prin care o proba strabatuta de o radiatie policromatica linear polarizata îsi schimba culoarea odata cu rotirea planului de polarizare El se datoreste absorbtiei unor radiatii cu lungimi de unda diferite, daca planul luminii polarizate îsi schimba orientarea fata moleculele asezate ordonat Pentru punerea în evidenta a DL este nevoie ca moleculele din proba sa fie aranjate în acelasi fel Aranjamentul ordonat este aproape perfect în cristale, dar obtinerea acestora, în cazul macromoleculelor, nu este o sarcina usoara În dielectrici, o orientare buna poate fi obtinuta cu ajutorul câmpului electric, daca moleculele au momente dipolare Rezulta o aranjare multumitoare a macromoleculelor fibrilare sau alungite în lichide în curgere sau prin perierea într-o singura directie a unei solutii vâscoase, pâna se usuca Existenta dicroismului linear, si marimea lui, daca moleculele sunt orientate preponderent cu dimensiunea mare în lungul unei axe, notate cu z, se exprima prin valoarea raportului dicroic, d unde E|| este extinctia probei când planul luminii polarizate este paralel cu axa z, iar E? este extinctia gasita când planul luminii poalarizate este perpendicular pe axa z Valorile diferite de zero ale raportului dicroic semnaleaza existenta unor asimetrii moleculare, iar graficului d(?) poate furniza date asupra naturii acestor asimetrii (gruparile, legaturile sau conformatiile ce o produc) DL este utilizat curent în scopul stabilirii orientarilor diferitelor legaturi din structura moleculelor În acest fel s-au putut descifra orientarile legaturilor de hidrogen în structurile ? - helix (paralel cu axul lantului polipeptidic) si ? - foaie plisata (perpendicular pe lant) DL poate fi observat si în UV, pentru lumina polarizata având ? din benzile de absorbtie ale dublelor legaturi conjugate ale aminoacizilor aromatici sau ale bazelor azotate Astfel, poate fi determinata orientarea planurilor bazelor azotate fata de axele elicilor duble ale acizilor nucleici 8 2 2 Dicroismul circular (DC) este fenomenul prin care radiatiile monocromatice, circular polarizate în sensuri opuse, sunt absorbite diferit de catre moleculele substantei DC, la o lungime de unda data, se evalueaza, cel mai simplu, prin diferenta dintre extinctiile unei probe masurate pentru lumina circular polarizata spre stânga (EL) si spre dreapta (ER): ?E(?) = EL - ER Exprimarea se poate face si pe baze molare, în functie de coeficientii molari de extinctie: ??(?)?= ?L - ?R (M-1cm-1) Fenomenul de absorbtie în UV - VIS se datoreste excitarii electronilor În cazul structurilor asimetrice, ei oscileaza pe traiectorii elicoidale Absorbtia în vecinatatea lungimii de unda de rezonanta (?o) va fi alta daca sensul elicii traiectoriei este acelasi cu cel al elicii radiatiei considerata în sensul de propagare1, sau în sens contrar De aceea DC se manifesta intens în domeniile benzilor tranzitiilor electronice În functie de lungimile de unda la care |??| are valori maxime se poate studia energetica legaturilor, iar graficul lui ??(?) da informatii asupra asimetriei distributiei structurilor ce le contin Fiecare banda de DC este sensibila atât la strucura macromoleculelor, cât si la toti factorii care interactioneaza cu tranzitiile electronilor din legaturi (Fig 6) 8 3 Rotirea planului luminii polarizate este rezultatul "activitatii optice" a unor substante care au molecule asimetrice Activitatea optica se studiaza, de obicei, în domenii spectrale îndepartate de benzile de absortie ale substantelor Deci ea nu se datoreste absorbtiei luminii ci se explica prin vitezele de propagare diferita a radiatiilor circular polarizate în sensuri opuse Asimetria moleculara cea mai raspândita este cea datorita atomilor de carbon asimetrici În cazul macromoleculelor, asimetria se poate datora si structurilor secundare (elici rotite spre dreapta sau stânga) sau tertiare, când radicali simetrici se plaseaza în medii asimetrice - cu câmpuri locale intense Rotirea planului luminii polarizate apare ca urmare a faptului ca, în zonele asimetrice, electronii executa miscari pe traiectorii elicodale ce pot fi rasucite - fie spre stânga, fie spre dreapta Considerând ca lumina plan-polarizata este compusa din doua componente circular polarizate în sensuri opuse, propagarea uneia va fi favorizata fata de cealalta Vitezele celor doua componente într-un astfel de mediu vor fi inegale si, la iesire, cei doi vectori electrici vor avea întârzieri diferite În final, rezultanta compunerii lor va fi rotita fata de pozitia ce o avea la intrarea în mediu Activitatea optica a polimerilor difera de cea a monomerilor din care provin si este posibil ca un polimer, datorita structurii sale, sa aiba activitate optica fara a contine momomeri optic activi 8 3 1 Dispersia optica rotatorie (DOR) este fenomenul de dependenta a unghiului de rotatie specifica [?](?), de lungimea de unda, ?, a radiatiei plan-polarizate Cu alte cuvinte, daca un fascicol de lumina policromatica, polarizata, strabate o proba, componentele monocromatice ale fascicolului le vom gasi rotite fiecare cu un alt unghi (dispersate rotator) Efectele rotatorii se manifesta pâna departe de lungimile de unda ???ale benzilor de absorbtie Deci acolo unde absorbtia luminii si DC sunt absente Graficele DOR, ca si cele DC, depind de asimetria locala a zonelor în care se afla electronii ce pot executa tranzitii Scopul trasarii lor este de a identifica si explora astfel de zone, interactiunile dintre ele, sau susceptibilitatea lor la factorii de mediu Principiul lucrarii: Cu ajutorul luminii polarizate se pot determina rapid si destul de exact, în laboratorul clinic, concentratiile unor solutii ale caror substante au proprietatea de a roti planul de polarizare al luminii Substantele care au aceasta proprietate se numesc optic-active si se împart, în fuctie de sensul în care rotesc planul luminii polarizate, în: 'levogire', cele care rotesc planul luminii polarizate înspre stânga, se noteaza cu semnul minus;'dextrogire', cele care-l rotesc înspe dreapta, se noteaza cu semnul plus Proprietatea aceasta de a roti planul luminii polarizate se datoreste structurii asimetrice a substantelor organice de obicei, continând unul sau mai multi atomi de carbon asezati asimetric (un atom de carbon cu cele patru valente satisfacute de patru radicali diferiti) În cazul solutiilor preparate cu ajutorul unei substante optic active, unghiul cu care va fi rotit planul luminii polarizate va depinde de urmatorii factori: de concentratia solutiei,C deci de densitatea d a solutiei, de grosimea stratului de lichid strabatut de lumina polarizata x(dm), de lungimea de unda a luminii utilizate, precum si de temperatura solutiei Lumina polarizata se obtine cu ajutorul unui cristal anizotrop care prezinta fenomenul de birefrigenta Totodata, unghiulcu care este rotit planul de polarizare mai depinde si de natura substantei componente a solutiei, caracterizata cu ajutorul marimii [] care se mai numeste 'unghi de rotatie specifica' Deoarece rotatia specifica variaza cu temperatura si cu lungimea de unda a luminii, s-a convenit ca sa se standardizeze pentru lumina galbena a sodiului si pentru temperatura +20?C, aceasta valoare standard notându-se cu [] Deci o solutie va roti planul de polarizare al luminii cu unghiul si care are valoarea: = formula care permite aflarea concentratiei solutiei studiate Aparatura Aparatul cu ajutorul caruia se determina unghiul cu care este rotit planul luminii polarizate se numeste polarimetru si este compus, în principiu, din urmatoarele parti: o sursa de lumina S, un nicol polarizator NP, un tub T în care se pune solutia de analizat, un nicol analizator NA mobil, care se poate roti la dreapta sau la stânga (corespunzator substantelor dextrogire sau levogire) si care este cuplat la un dispozitiv mecanic de citire a unghiului prevazut cu un vernier circular sau ocular D, în care observatorului îi apare câmpul ocular CO ce are o zona verticala centrala ZC Nicolii sunt astfel construiti încât raza ordinara RO care apare în urma fenomenului de birefrigenta sa se reflecte total pe suprafata ce separa prismele nicolului Fig 8 6 Schema polarimetrului Fig 8 7 Polarimetrul Polaris - parti componente: 1 Ocular 2 Lupa pentru citirea valorii unghiului de rotatie 3 Surub de control 4 Surub pentru focalizare 5 Scala si vernierul pentru citirea unghiului de rotatie 6 Compartiment în care se introduce tubul cu proba 7 Filtru de sticla 8 Lampa de sodium 9 Comutator de pornire - oprire Mod de lucru: În lucrarea de fata vom studia concentratia în glucoza a unor solutii dupa formula urmatoare: C= în % Pentru masurarea unghiului a se procedeza astfel: Se umple tubul T cu apa distilata astfel încât sa nu contina bule de aer si se sterg ferestrele de sticla de la capetele tubului pentru ca imaginea sa se vada în bune conditii Se introduce apoi tubul în polarimetru si se roteste nicolul analizor cu ajutorul surubului micrometric pâna ce zona centrala ZC apare egal întunecata cu cele doua câmpuri laterale Deci se lucreaza în conditiile extinctiei maxime ce se obtine atunci când cei doi nicoli ai polarimetrului sunt asezati 'în cruce' Se citeste unghiul initial, notat cu , cu o precizie de 0,05? utilizând vernierul cu care este prevazut aparatul Se înlocuieste apa din tub cu solutia de analizat, se realizeaza prin rotirea surubului micrometric o iluminare uniforma a câmpului CO Se citeste noul unghi indicat de aparat, notat cu Observatie Operatiile de egalizare a câmpului si de citire a unghiului se realizeaza atât pentru solutie cât si pentru apa de cel putin 5ori, în calcule luându-se media valorilor unghiurilor, notate Fig 8 8 a) Mersul razelor de lumina prin polarimetru când nicolii sunt asezati 'în cruce' b) Aspectul câmpului luminos observat prin polarimetru în fuctie de pozitia nicolului analizator în raport cu cel polarizator Calcule si prezentarea rezultatelor Cunoscând valorile pentru unghiurile medii si , se calculeaza unghiul cu care roteste solutia planul luminii polarizate astfel: Apoi, se calculeaza concentratia procentuala a solutiei, care în cazul de fata este glucoza pentu care []= 52 8? La efectuarea calculelor se va tine cont ca în formula de mai sus, densitatea d este masurata în g/cm3 iar lungimea stratului de solutie (a tubului ce o contine) , x, este exprimata în decimetri (dm) Rezultatele obtinute se trec în tabelul urmator: Solutia [] x (dm) d (g/cm3) C (g%) Glucoza 52 8 1 9 MICROSCOPIA OPTICA 9 1 Studiul microscopului optic Microscopul optic este utilizat atât în domeniul cercetarilor medicale cât si în analize uzuale de laborator Acest instrument optic poate da imagini clare ale unor formatiuni celulare cu dimensiuni pâna la aproximativ 0,15 µm Determinarea acestor dimensiuni are o importanta deosebita în explorarile clinice si de laborator Cu ajutorul microscopului optic se pot face analize ale lichidului cefalorahidian (LCR), a urinii, a sângelui etc Exemplu: Departajând eritrocitele în functie de diametrul lor mediu, se obtine curba Prince-Jones pentru sânge nomal, iar comparativ cu acesta se pot depista diferite afectiuni Instrumentele optice dau imagini clare, în care se pot distinge amanunte ce nu pot fi observate cu ochiul liber Din punct de vedere tehnic un instrument optic este un asamblu de lentile, oglinzi si diafragme, axele optice ale prismelor trebuind sa coincida cu axul geometric al instrumentului În functie de natura imaginii, instrumentele optice se împart în: -instrumente optice cu imagini reale cum sunt ochiul, aparatul fotografic, aparatul de protectie; -instrumente optice care dau imagini virtuale si sunt folosite pentru examinarea directa a obiectivelor; astfel de instrumente sunt: luneta, microscopul optic, lupa Microscopul optic este destinat observarii unor probe (frotiuri) a caror dimensiuni pot atinge 0,15µm Acest instrument are trei parti principale: mecanica, optica si dispozitiv de iluminare 9 2 Componentele unui microscop cu lumina transmisa Principiul care sta la baza constructiei oricarui microscop îl constituie proprietatea lentilelor optice de a produce refractia razelor luminoase care le traverseaza, formând astfel o imagine reala sau virtuala La microscopul optic, obiectivul formeaza o imagine marita, reala si inversata specimenului Ocularul preia aceasta imagine si o transforma într-o imagine marita, virtuala si dreapta în raport cu prima Astfel, imaginea finala data de microscop este virtuala, rasturnata si marita 9 3 Componentele mecanice ale microscopului Microscoapele optice moderne sunt alcatuite dintr-o parte mecanica ce cuprinde: piciorul microscopului, masuta sau platina cu sistemele ei de deplasare a preparatului si tubul microscopului, care poate fi deplasat în plan vertical cu ajutorul unor angrenaje Piciorul sau talpa microscopului, este o componenta care confera stabilitate aparatului La microscoapele moderne talpa microscopului se afla încorporata în sursa de lumina Coloana sau mânerul- microscopul se articuleaza fix sau mobil cu piciorul Masuta sau platina, perpendiculara pe coloana, serveste ca suport pentru preparat Acesta din urma se imobilizeaza pe platina prin doua lame metalice numite valeti sau cavaleri Platina este prevazuta cu un dispozitiv special numit car mobil care, actionat de doua suruburi coaxiale, permite deplasarea fina a preparatului Tubul microscopului are la partea superioara ocularele, iar la partea inferioara, revolverul cu obiectivele La microscoapele moderne, în tubul optic se afla interpusa lupa binocular, care contine un sistem de prisme pentru distribuirea imaginii la cele doua oculare Revolverul, format din doua discuri metalice suprapuse, cel inferior mobil, aduce prin rotirea obiectivului dorit în axul optic Dispozitivul de punere la punct a imaginii este alcatuit din viza macrometrica care se foloseste pentru prinderea grosiera a imaginii; iar viza micrometrica - prin miscari fine, permite clasificarea imaginii * Vizorul * Obiective * Buton reglare fina imagine * Buton pornit/ oprit * Suportul * Diafragma * Baza de sustinere * Corpul vizorului * Obiective finale * Suport prindere cu lamele * Dispozitiv fixare imagine * Buton reglare imagine * Orificiu ( deschidere ) * Brat * Sursa de lumina Fig 9 3 Microscopul optic 9 4 Componentele optice ale microscopului Aceste componente cuprind piese de calitatea carora depind performantele ce pot fi obtinute în examinarea unui preparat Aceasta componenta este alcatuita din oculare, obiective si sistemul de iluminare Obiectivele sunt constituite dintr-un sistem de lentile care sunt destinate sa functioneze în imediata vecinatate a preparatului Singura lentila care formeaza imaginea se afla la partea inferioara a obiectivului si se numeste lentila frontala Distanta dintre ea si suprafata preparatului reprezinta distanta frontala si este cu atât mai mica cu cât obiectivul folosit are o putere mai mare de marire Celelalte lentile din obiectiv au rolul de a corecta aberatiile optice produse de lentila frontala În general, obiectivele care se folosesc cel mai frecvent la microscoape au puterea de marire de: 6x, 10x, 20x, 40x, 60x, 90x, 100x, aceasta fiind gravata pe suprafata cilindrului Obiectivele au putere de marire mai mica (pâna la 40x) se numesc obiective "uscate" pentru ca mediul interpus între lentila frontala si preparat este aerul Obiectivele cu putere mare de marire (60x, 90x, 100x), cu care se lucreaza foarte aproape de preparat, se numesc obiective cu "imersie" deoarece spatiul dintre lentila frontala si preparat este ocupat de un lichid (ulei de cedru, glicerina, uleiul de parafina) în care este imersat vârful apropiat cu al sticlei port preparat si, prin folosirea lor, se elimina în mare masura refractia în afara suprafetei lentilei frontale a razelor de lumina care ilumineaza preparatul Ca urmare imaginea observata va câstiga în luminozitate si claritate Fig 9 4 Obiective si oculare Ocularele se afla dispuse la partea superioara a lupei binocular, fiind formate fiecare, din doua lentile plan convexe ce formeaza o imagine marita, dreapta si virtuala Pentru observare se folosesc de obicei oculare cu putere mica de marire (7x,10x), deoarece rolul lor este de a distinge detaliile fine date de obiectiv si mai putin de a mari aceasta imagine Gradul de marire a imaginii finale date de microscop poate fi modificat prin schimbarea obiectivelor si ocularelor si se calculeaza facând produsul dintre puterea de marire a ocularului si a obiectivului Formula pentru grosisment si putere de separare Exemplu: ocular 10x; obiectiv 20x; marire: 20 X 10=200 Aceasta valoare da puterea de marire totala sau grosismentul microscopului Sistemul de iluminare, la microscoapele moderne, se afla încorporat în talpa si este reprezentat de un bec de 6V sau 12V Tot aici se afla si un sistem special pentru controlul fluxului în axul fluxului de lumina Lumina este orientata în axul optic al microscopului de catre o oglinda plana dispusa oblic în dreptul unui orificiu care se afla sub platina Înclinatia oglinzii poate fi reglata cu doua suruburi Sub platina, prins de coloana microscopului se afla condensorul, care are rolul de a concentra razele de lumina într-un focar ce coincide cu planul preparatului Unghiul luminii care intra în condensor se regleaza cu ajutorul diafragmei iris, dispusa în montura condensorului, sub lentile Condensorul poate fi ridicat sau coborât, cu ajutorul unei vize dispusa sub platina 9 5 Cum se prinde imaginea la un microscop optic obisnuit ? Prinderea imaginii si observarea sa la un microscop optic obisnuit se face relativ simplu si nu necesita cunostinte speciale de mecanica fina sau de alta natura Pentru evitarea unor esecuri, inerente la un începator, precum si a obtine o imagine corecta si apropiata calitativ de performantele maxime ale aparatului, toate manevrele trebuie sa fie executate într-o anumita ordine: 1 Se aseaza lama cu preparatul de cercetat pe platina si se prinde cu valetii Este foarte important ca lama sa fie asezata în asa fel încât preparatul sa fie orientat în sus În caz contrar nu se va putea prinde imaginea cu obiective mai mari de 40x 2 Privind lateral se aduce preparatul în axul optic prin manevra carului mobil Axul optic coincide cu punctul de lumina dat de condensatorul ridicat în prealabil în pozitia maxima Dupa efectuarea acestei operatii, condensatorul se coboara la o pozitie intermediara 3 Se aduce obiectivul 10x în axul optic al microscopului prin rotirea revolverului Când obiectivul ajunge în ax, rotirea revolverului întâmpina o usoara rezistenta Este bine ca întotdeauna observarea unui preparat sa înceapa prin folosirea obiectivului 10x, deoarece acesta da o imagine de ansamblu a preparatului, permitând totodata selectarea unei zone din preparat care urmeaza a fi observata apoi de mariri mai mari 4 Desi imaginea nu a fost înca prinsa, se poate stabili în aceasta etapa, distanta pupilara prin manevrarea lupei binocular 5 Privind lateral, se coboara obiectivul pâna în pozitia inferioara Aceasta se afla la câtiva mm de suprafata preparatului Privind apoi în microscop, se ridica obiectivul cu viza macrometrica pâna se prinde imaginea Apoi, claritatea imaginii se regleaza prin manevra vizei micrometrice, iar gradul de luminozitate al câmpului se regleaza prin ridicarea sau coborârea condensorului 6 Pentru observarea unor detalii ale preparatului, se introduce în axul optic un obiectiv cu puterea de marire mai mare Pentru fiecare obiectiv imaginea se prinde prin ridicarea acestuia fata de preparat pentru a evita lovirea accidentala a lentilei frontale de lama port preparat În cazul folosirii unui obiectiv cu imersie, se pune pe lamela care acopera preparatul o picatura de ulei de imersie si se coboara apoi obiectivul pâna ce vârful sau atinge picatura Aceasta operatie se face privind lateral Imaginea se prinde apoi, privind cu atentie în microscop, prin coborârea foarte fina a obiectivului cu viza macrometrica Odata obtinuta imaginea, claritatea se mentine prin manevra continua a vizei micrometrice Pentru a avea o iluminare corespunzatoare, condensorul va fi ridicat la maximum 7 Dupa încheierea observarii, microscopul se lasa în repaus cu obiectivul 10x în axul optic si se acopera pentru a fi ferit de praf Se verifica daca s-a efectuat deconectarea de la reteaua de curent electric În cazul întrebuintarii obiectivului cu imersie, acesta se sterge cu uleiul de imersie prin trecerea degetului deasupra lentilei frontale Periodic acest obiectiv se curata cu o batista de finet umezita într-o solutie de alcool etilic-acetona (1:1) Se va evita folosirea în acest scop a hidrocarburilor (xilen, benzen, toluen) pentru ca aceasta va dizolva rasina speciala în care este montata lentila frontala a obiectivului Modul de lucru: 9 5 a) Etalonarea riglei gradate a ocularului Microscopul este dotat cu o retea ajutatoare micrometrica gradata astfel încât pe portiunea vizibila cu ochiul liber gradatiile reprezinta 0,1 respectiv 0,5 mm Pe portiunea centrala rigla este divizata în zecimi de mm Etalonarea riglei ocularului se face în felul urmator: se vizualizeaza concomitent atât reteaua micrometrica de pe lama cât si rigla micrometrica a ocularului astfel încât sa se poata numara câte diviziuni de pe retea corespund unei singure diviziuni de pe rigla Apoi cu o regula de trei simpla se poate calcula care este fractiunea dintr-un mm care corespunde unei diviziuni de pe rigla ocularului 9 5 b) Determinarea dimensiunii unor preparate Odata ce a fost facuta etalonarea riglei, reteaua micrometrica ajutatoare poate fi înlaturata În locul ei se fixeaza pe masuta microscopului diverse preparate Prima data se încearca vizualizarea unui fir de par, fixat cu o lamela pe o lama curata Odata pusa la punct imaginea, rigla ocularului se suprapune peste grosimea firului de par numarându-se câte diviziuni corespund acestei dimensiuni Apoi, acest numar de diviziuni se înmulteste cu valoarea aflata anterior prin regula de trei simpla, obtinându-se dimensiunea în mm a grosimii firului de par Apoi se vizualizeaza alte preparate puse la dispozitie, fixate pe lame: oua de parazit, preparate histologice Elementul Studiat Diviziuni coresp element retelei Valoarea unei diviziuni microm mm Diviziuni coresp dimensi preparatului Dimensiunea preparatului mm Dimensiunea prepartului medie mm Ou de parazit 6,5 0,0307 3,5 3 4,5 0,1075 0,0921 0,1381 0,1128 Grosismentul- reprezinta raportul dintre tangenta unghiului sub care se vede imaginea prin instrument si tangenta unghiului sub care se vede obiectul atunci când este privit cu ochiul liber sau altfel spus, raportul dintre diametrul aparent al imaginii si cel al obiectului asezat la distanta optima de vedere clara d-care pentru un ochi normal are valoarea 25 cm sau G= Gob Goc Puterea separatoare sau de rezolutie : este capacitatea microscopului de a forma imagini distincte a doua puncte vecine ale obiectului Aceasta marime, depinde de aberatiile sferice si de fenomenul de difractie a luminii care traverseaza instrumentul Putem mari valoarea l/e prin marirea lui n, folosind observarea prin imersie, în care între Ob (de 90X) si proba se pune o picatura de ulei de cedru unde: l/e =putere separatoare ? = lungime de unda a radiatiei folosite n = indicele de refractie al mediului dintre Ob si Oc u = unghiul de apertura, format de razele extreme n sin u = apertura numerica, este înscris pe obiectiv alaturi de marirea sa Modul de lucru: Determinarea grosismentului si a coeficientului micrometric Micrometrul obiectiv - este o lama de sticla pe care sunt gravate 100 de diviziuni pe o distanta de 1 mm, intervalul între doua diviziuni succesive este de 0,01mm Micrometrul ocular - are forma unui disc cu diametrul egal cu cel al tubului în care se introduce Este confectionat din sticla pe care sunt gravate 100 diviziuni pe o lungime de 1 cm, intervalul dintre doua diviziuni succesive este egal cu 0,1 mm Pentru determinarea grosismetrului microscopic se procedeaza astfel: * se fixeaza lama micrometrului obiectiv pe masuta de lucru ; * se introduce stekerul micoscopului în bornele transformatorului, iar stekerul transformatorului în priza de 220V; * se regleaza iluminarea cu ajutorul diafragmei; * se introduce din mijlocul micrometrului ocular în dreptul obiectivului cu ajutorul suruburilor cu care este prevazuta masuta microscopului; * alegem si fixam obiectivul cel mai mic (10X); * se apropie obiectivul de micrometru pâna la distanta minima fara a privi în ocular; * ridicând lent obiectivul se cauta imaginea diviziunilor micrometrului; * microscopul se pune la punct astfel încât în câmp sa avem imaginea ambelor micrometre; * se roteste ocularul pâna când cele doua scari sunt paralele si partial suprapuse; * se mareste contrastul prin ridicarea sau coborâre condensatorului (crescând contrastul va scadea puterea separatoare l/e); * se aduce scala gradata a micrometrului obiectiv astfel încât capatul sau sa coincida cu cel al micrometrului ocular; * se compara imaginea micrometrului obiectiv (marita de ori) cu micrometrul ocular astfel încât n diviziuni ale micrometrului obiectiv sa corespunda la m diviziuni ale micrometrului ocular Înlocuind valorile lui m si n în relatia: Se calculeaza G microscop cu relatia : G = Se efectueaza trei determinari pentru fiecare obiectiv (10X, 20X , 40X) rezultatele trecându-se în tabel: Tabelul 1 Ob Nr deter n m G 10X 20X 40X Pentru determinarea coeficientului micrometric se efectueaza urmatoarele : -se suprapune scala micrometrului ocular cea a obiectivului si se citesc; numarul de diviziuni ale micrometrului obiectiv care se suprapun exact peste un numar întreg de diviziuni ale micrometrului ocular numarul de diviziuni ale micrometrului obiectiv -se calculeaza coeficientul micrometric cu formula: -se mai fac multe combinatii de oculare si obiective, iar rezultatele se trec în tabelul 2: Tabelul 2 Obiectiv Ocular 5X Ocular 7X Ocular 10X 10X 20X 40X 9 6 Ochiul - un sistem optic complex Ochiul este pentru organismul uman un analizator cu ajutorul caruia analizam mediul înconjurator Analizatorul vizual este alcatuit din trei segmente : segmentul periferic, reprezentat de ochiul propriu-zis si anexele sale, segmentul intermediar, reprezentat de fibrele nervoase care conduc excitatiile vizuale la creier si segmentul cortical, situat în regiunea occipitala a scoartei creierului Globul ocular (ochiul) are forma unei sfere, care în partea din fata are aplicata o alta portiune sferica cu raza mai mica, reprezentata de corneea transparenta În fata cristalinului se afla irisul care are forma unei diafragme prevazuta cu o deschidere numita pupila cu dimensiunea variabila între 3 si 7mm În calota posterioara este situata retina, o membrana nervoasa, alcatuita din celule nervoase, celule de sustinere si celule pigmentare Celulele nervoase sunt de 6 tipuri : 1 Fotoreceptoare cu conuri 2 Fotoreceptoare cu bastonase 3 Bipolare 4 Multipolare 5 Orizontale - neuroni de asociatie cu dendrite si axon 6 Amacrine - neuroni de asociatie fara dendrite cu un axon lung si foarte ramificat Ca urmare a suprapunerii acestor tipuri de celule si a sinapselor dintre ele, se pot diferentia 10 straturi ale retinei ? Primul strat este cel al celulelor pigmentare alcatuite din celule care contin pigment melanic Cel de-al doilea este stratul celulelor fotoreceptoare alcatuit din celule nervoase specializate, care nu se divid, numite dupa forma lor, bastonase si conuri Conurile si bastonasele contin pigmenti vizuali diferiti Conurile, în numar de 5-7 milioane, reprezinta receptorii vederii diurne, colorate (percep detalii si culori) Se gasesc în??? special la nivelul petei galbene (macula lutea)? la?? distanta de? 2¸5 µm Exista 3 tipuri de conuri, unul pentru perceperea luminii rosii, altul pentru perceperea luminii verzi si al treilea pentru lumina albastra Ele contin rodopsina care se descompune în prezenta luminii si se resintetizeaza în prezenta vitaminei A Membrana limitanta externa, cel de-al treilea strat, este o retea de prelungiri ale celulelor gliale, ce înconjoara baza celulelor fotoreceptoare Stratul granular extern cuprinde corpii neuronali si prelungirile celulelor fotoreceptoare Stratul plexiform extern reprezinta zona sinaptica dintre celulele fotoreceptoare si neuronii bipolari Stratul granular intern este alcatuit din corpii neuronilor bipolari Stratul plexiform intern este zona sinaptica dintre neuronii bipolari si neuronii multipolari Stratul neuronilor multipolari cuprinde corpul neuronilor multipolari Stratul fibrelor optice este format din axonii neuronilor multipolari Ultimul strat al retinei, membrana limitanta interna delimiteaza retina spre fata sa externa Fiecare celula cu con face sinapsa cu un singur neuron bipolar si acesta cu un singur neuron multipolar Mai multe celule cu bastonas fac sinapsa cu un singur neuron bipolar, iar mai multi neuroni bipolari fac sinapsa cu un singur neuron multipolar Fig 9 6 1 Arhitectura straturilor de celule fotoreceptoare Segmentul intermediar sau segmentul de conducere (calea optica) este format din 3 neuroni Primii 2 neuroni, senzitivi, sunt reprezentati de protoneuron (bipolar), respectiv deutoneuronul (multipolar) din retina Axonii deutoneuronului formeaza nervul optic si tractul optic Globul ocular este alcatuit dintr-o serie de medii transparente : a) umoarea apoasa (n=1,33), un lichid clar secretat de procesele ciliare fiind drenat permanent de venele scleroticii (tunica externa- partea posterioara) b) cristalinul este o lentila biconvexa care este actionat de muschiul ciliar care îsi modifica raza de curbura si odata cu aceasta convergenta (n ? ) c) umoarea sticloasa (corpul vitros) este o substanta gelatinoasa situata în spatele retinei (n=1,33) Capacitatea cristalinului de a-si modifica raza de curbura pentru ca sa poata fi vazute clar obiectele aflate la distante diferite poarta numele de acomodare la distanta Pentru acomodare este necesara si corectarea axelor oculare prin contractia musculaturii extrinseci a globului ocular Un ochi standard (emetrop) are distantele obiect si imagine diferite cu valorile f1=15,7mm si f2=24,4mm Exista deci o concordanta perfecta între puterea de convergenta a mediilor refringente si lungimea axului antero-posterior, ceea ce permite vederea clara, fara acomodare, a obiectelor situate la o distanta mai mare de 6m Fig 9 6 2 Formarea imaginii in ochiul emetrop Distanta minima de vedere clara pentru un ochi standard este de 25cm, iar rezolutia ochiului (capacitatea de a distinge separat 2 puncte vecine) la aceasta distanta este de 75µm Pentru ca un ochi normal sa poata vedea imaginea obiectului fara efort de acomodare aceasta trebuie sa se formeze la o distanta mai mare de distanta minima de vedere clara de 0,25m- Punct Proximum Ideal ar fi ca imaginea sa se formeze la distanta maxima de 6m- Punct Remotum În cazul în care puterea de convergenta a sistemului dioptric nu concorda cu lungimea axului antero-posterior, ochiul este ametrop prezentând diverse defecte optice : -miopie -hipermetropie -prezbitie -astigmatism 1 Miopia este un viciu de refractie care consta în faptul ca razele luminoase care vin paralele de la infinit se întâlnesc într-un focar situat înaintea retinei Acest viciu de refractie se corecteaza cu lentile divergente, care îndeparteaza focarul pâna ajunge pe retina 2 Hipermetropia este un viciu de refractie caracterizat prin aceea ca razele paralele venite de la infinit se reunesc într-un focar situat în spatele retinei Acest viciu de refractie se corecteaza cu lentile convergente, care apropie focarul pâna ajunge pe retina 3 Prezbitia este un viciu datorat pierderii elasticitatii cristalinului, deci a posibilitatii de acomodare a acestuia, care se instaleaza odata cu înaintarea în vârsta Acest viciu se corecteaza cu lentile a caror convergenta variaza continuu pe înaltimea lentilei pentru acomodarea ochiului la diferite distante 4 Astigmatismul este un defect optic ce se caracterizeaza prin faptul ca raza de curbura a cristalinului si mai ales a corneei nu este aceeasi în toate meridianele (nu este omogena) Razele care vin de la infinit nu se întâlnesc într-un focar unic, existând focare pentru razele care cad pe meridianele orizontale si focare pentru cele care cad pe meridianele verticale Defectul se corecteaza prin lentile cilindrice asezate în asa fel încât sa uniformizeze refractia în toate meridianele corneei sau cristalinului Pierderea vederii se numeste cecitate si are cauze multiple Ea se poate datora unei rupturi a corneei sau unei afectiuni a cristalinului, care devine opac si incapabil sa lase sa treaca lumina În alte cazuri cecitatea se datoreaza dezlipirii retinei, ca urmare a unei lovituri sau faptului ca celulele sale nervoase nu mai functioneaza corect Unele cazuri de cecitate se datoreaza unor factori externi De exemplu, daca nervii optici sunt lezati, desi se formeaza o imagine corecta pe retina, aceasta nu este transmisa la creier Un traumatism cranian suferit de o persoana poate distruge aria vizuala a creierului, determinând orbirea persoanei respective, în ciuda faptului ca ochii acestuia functioneaza perfect Vederea cromatica Retina contine 2 tipuri de fotoreceptori (receptori vizuali) : conurile si bastonasele Bastonasele sunt mult mai numeroase (130 milioane) si sunt mai sensibile decât conurile la intensitatea luminoasa ; însa nu sunt sensibile la culoare Cele 7 milioane de conuri confera ochiului sensibilitatea la culoare Acestea sunt concentrate în partea centrala a petei galbene, numita fovea centralis (diametru 0,3mm) Se apreciaza ca acestea sunt distribuite ca sensibilitate pe culori în felul urmator : 64 % sunt conuri "rosii"; 32 % sunt conuri "verzi"; 2 % sunt conuri "albastre" Conurile "verzi" si "rosii" sunt concentrate în fovea centralis, iar cele "albastre" în exteriorul acestei regiuni De aici rezulta o deosebire în modul cum se disting culorile Astfel, perceptia obiectelor albastre cu intensitate mare este mai slaba decât a celor rosii sau verzi Faptul ca vedem culorile cu un efort comparabil este atribuit unui 'amplificator în albastru' aflat în cicuitul de prelucrare din creier Specializarea celor doua tipuri de fotoreceptori din ochi conduce la o multime de fenomene aparent ciudate De exemplu, un capitan de vas sau un pilot vad mai bine noaptea, în întuneric, daca aparatele de pe bord sunt luminate în rosu Efortul lor de acomodare este mai mic, ochiul utilizând tipuri diferite de fotoreceptori pentru culoarea rosie (conurile) si pentru lumina slaba (bastonasele) Din studiile efectuate asupra perceptiei imaginilor colorate în comparatie cu cele alb-negru s-a evidentat faptul ca în imaginile colorate ochiul detecteaza mai usor marginile obiectelor si caracteristicile acestora În imaginile alb-negru se pierde informatia continuta în lungimea de unda a fiecarei culori Din numeroase experimente efectuate cu diferiti subiecti, carora li se prezentau imagini colorate diferit si li se cerea sa le recunoasca, s-a ajuns la concluzia ca ochiul omenesc poate distinge mii poate chiar milioane de culori O caracterisica importanta a vederii cromatice este faptul ca prin diminuarea intensitatii luminii care se reflecta pe un obiect colorat nu se modifica si distributia spectrala, adica distributia lungimilor de unda ale undelor reflectate de obiect si apoi percepute de ochi Creierul primeste pentru prelucrare aceleasi informatii, care sunt legate de lungimea de unda a culorilor din imagine Daca obiectul este cenusiu, atunci el reflecta la fel toate lungimile de unda, conurile de pe pata galbena sunt toate impresionate la fel si creierul nu reuseste sa distinga diferitele puncte de pe suprafata obiectului Daca obiectul este colorat de exemplu, in rosu si albastru, el reflecta din lumina incidenta cu predilectie componenta rosie si pe cea albastra, ceea ce face sa fie impresionate doar conurile specializate pentru aceste culori si creierul reuseste sa prelucreze usor informatia primit Toate proprietatile vederii cromatice sunt azi utilizate în domeniul publicitatii, în televiziune, cinematografie, moda etc Fotometria Fotometria se ocupa cu masurarea energiei transportata de undele electromagnetice din domeniul optic Radiatiile electromagnetice din domeniul vizibil dau senzatia de lumina si în acelasi timp transporta energie Într-un sens mai îngust, fotometria se ocupa cu masurarea efectului radiatiilor din domeniul vizibil asupra ochiului omenesc Astfel, se definesc doua categorii de marimi si unitati de masura : fotometrice si energetice Pentru caracterizarea transportului de energie de catre lumina se definesc marimile energetice : - flux de energie radianta - intensitate energetica - iluminare energetica Pentru definirea marimilor energetice trebuie sa definim sursa de lumina punctiforma, care este o sursa ce emite într-un mediu omogen si izotrop, cu suprafata de unda sferica Fluxul de energie radianta Fe se defineste ca energia care strabate o suprafata oarecare, normala pe directia de propagare a razei de lumina, în unitatea de timp, adica : Fe = W / t care are unitatea de masura wattul Intensitatea energetica a unei surse punctiforme este fluxul de energie radianta emis în unitatea de unghi solid, adica : Ie = dFe / dO , unde dO= unghiul solid elementar (1) Intensitatea energetica se masoara în W/steradian Unghiul solid este o portiune din spatiu continuta într-o cavitate a unei suprafete conice El se masoara ca raportul dintre aria taiata de con pe suprafata unei sfere cu centrul în vârful conului si patratul razei sferei Unghiul solid elementar taie o arie elementara dA pe suprafata sferei, astfel: dO = dA / r2 Unitatea de masura este steradianul (sr) definit ca fiind unghiul sub care se vede din centrul unei sfere o arie de pe suprafata sferei egala cu raza la patrat Iluminarea energetica a unei suprafete este egala cu fluxul de energie radianta care strabate unitatea de arie a suprafetei transversale, adica : Ee = dFe / dAn (2) care are unitatea de masura W / m2 Daca eliminam fluxul de energie radianta între relatiile 1) si 2) vom obtine o relatie între iluminarea energetica a unei suprafete si intensitatea energetica a unei surse punctiforme sub forma : Ee = Ie / r2 (3) Daca fasciculul cade sub incidenta oblica, astfel încât axa conului care delimiteaza unghiul solid este înclinata fata de normala la suprafata cu unghiul a, în relatia (3) apare proiectia pe directia normala la suprafata definita de versorul n, adica expresia se înmulteste cu cos a : Ee = ( Ie / r2 )·cos a Efectul luminii din domeniul vizibil asupra ochiului depinde în afara de caracteristicile fizice ale luminii (densitatea de energie, frecventa) si de sensibilitatea diferita a ochiului la frecvente diferite ale luminii Din masuratori fotometrice efectuate s-a constat ca ochiul omenesc are sensibilitatea maxima la frecventele din mijlocul spectrului vizibil, adica în verde S-a convenit sa se considere ca sensibilitatea ochiului este maxima pentru ? = 550nm Aceasta înseamna ca pentru a obtine un anumit efect luminos asupra ochiului, la aceasta lungime de unda este necesar cel mai mic flux de energie radianta Pentru a caracteriza sensibilitatea ochiului la diferite culori se defineste sensibilitatea spectrala a ochiului (eficienta luminoasa) V? , care este egala cu raportul dintre fluxul de energie radianta Fe0 care produce o anumita senzatie luminoasa la ? = 550nm si fluxul de energie radianta Fe care produce aceasi senzatie luminoasa la alta lungime de unda ?, adica : V? = Fe0 / Fe Dependenta de lungimea de unda a functiei V? este diferita ziua si noaptea Dependenta nocturna are un maxim deplasat spre albastru Cu ajutorul marimii V? se poate trece de la definirea marimilor fotometrice Efectul radiatiilor asupra ochiului se caracterizeaza prin urmatoarele marimi fotometrice : - fluxul luminos - intensitatea luminoasa - iluminarea Fluxul luminos este marimea fotometrica corespunzatoare marimii energetice fluxul de energie radianta Fe si se defineste ca produsul : F = k·V? ·Fe, k = constanta numita echivalent fotometric al radiatiei Unitatea de masura pentru fluxul luminos este lumenul ( lm ) Astfel, echivalentul fotometric al radiatiei are valoarea k = 683 lm/w Intensitatea luminoasa a unei surse punctiforme este fluxul de energie luminos emis în unitatea de unghi solid, adica : I = dF / dO Intensitatea luminoasa este marime fundamentala pentru marimile fotometrice în sistemul international de unitati (SI) Unitatea de masura este candela (cd), fiind egala cu intensitatea luminoasa într-o directie data a unei surse care emite radiatie electromagnetica monocromatica cu frecventa de 540·1012 Hz si cu intensitatea energetica în acea directie egala cu 1/683 (W/sr) Suprafata unei sfere se vede din centrul acesteia sub un unghi solid egal cu 4p Astfel, fluxul luminos emis de o sursa în toate directiile cu aceasi intensitate luminoasa este egal cu : F = 4p·I Iluminarea unei suprafete este egala cu fluxul luminos care strabate unitatea de arie a unei suprafete transversale, adica : E = dF / dAn = ( I / r2 )·cos a Unitatea de masura pentru iluminare este luxul (lx) 1 lx = 1 lm/m2 Se mai utilizeaza si unitatea tolerata phot (ph), care este egal cu 1 lm/cm2, astfel ca 1 lx = 104 ph 10 SPECTROFOTOMETRIE ABSORBTIA SI EMISIA RADIATIILOR DE CATRE MOLECULE 10 1 Energia moleculelor si posibilitatile de modificare a ei prin absorbtia radiatiilor electromagnetice Spre deosebire de atomi, la care mecanismul curent de absorbtie si de emisie a radiatiilor este cel de tranzitie a electronilor între diferitele nivele energetice, moleculele îsi pot schimba energia si datorita: miscarii de vibratie a atomilor la capetele legaturilor prin care sunt fixati, sau prin variatia energiei cinetice de rotatie a moleculei Tranzitiile electronice, în cazul moleculeleor si macromoleculelor, se fac între nivele energetice ale orbitalilor moleculari de legatura si antilegatura Diferentele energetice (?Ete) dintre acesti orbitali corespund unor lungimi de unda plasate în domeniile ultraviolet (UV) si vizibil (VIS) Fiecare tip de legatura are tranzitii electronice în domenii spectrale care permit identificarea ei Vibratia se poate face în doua feluri: în lungul legaturilor (când are loc întinderea si comprimarea lor) sau perpendicular pe legaturi (când se produc modificari ale unghiurilor dintre acestea) Ca si energia electronilor, energia cinetica a fiecarui mod de vibratie este cuantificata, cu ajutorul unui numar cuantic, v = 0,1,2,3 Diferenta energetica (?Ev) dintre doua nivele de vibratie este constanta, iar cuantele absorbite în acest caz se afla în domeniile de infrarosu (IR) - apropiat sau mijlociu Întrucât nu exista atom legat care sa nu vibreze, energia moleculei pe nivelul de vibratie cel mai scazut, cu v = 0, este totdeauna superioara unui nivel energetic electronic -Fig 10 1 Rotatia moleculelor poate produce acumulare de energie cinetica, de asemenea cunatificata Numarul cuantic de rotatie, r = 0,1,2,3 cuantifica momentul cinetic de rotatie si energia corespunzatoare Întrucât exista molecule care nu se rotesc, primul nivel de rotatie (r = 0) se suprapune peste primul nivel de vibratie - Fig 1 Diferentele energetice datorita rotatiei (?Er) sunt si mai reduse, cuantele corespunzatoare fiind în IR îndepartat Influenta agitatiei termice Întrucât energia cinetica de agitatie termica, pe mol, este de ordinul RT (constanta gazelor x temperatura absoluta) adica 2,5 Kcal/mol, o proportie mare dintre molecule se vor afla pe unul din nivelele energetice de rotatie, iar o fractiune redusa pe unul din nivele de vibratie Rezulta ca, în echilibru termodinamic, populatia de molecule se va afla distribuita pe o multitudine de nivele energetice foarte apropiate între ele 10 2 Absorbtia energiei de catre molecule, spectre moleculare Moleculele si macromoleculele pot absorbi radiatii electromagnetice, cuante de energie h? Energia primita modifica prin unul sau mai multe din mecanismele de mai sus energia moleculei absorbante Pentru o cuanta din domeniul UV-VIS va fi adevarata egalitate: h?????Ete + ?Ev + ?Er Întrucât nivelele între care se face tranzitia, pot avea stari de vibratie si/sau de rotatie diferite, rezulta ca, pentru o tranzitie între aceleasi nivele electronice, cuantele absorbite pot avea energii diferite (Fig 10 1) Spectroscopic fenomenul se traduce prin aparitia unui numar corespunzator de linii, apropiate între ele, grupate în bande sau benzi spectrale Liniile care compun benzile de absorbtie moleculara pot fi distinse numai în cazul moleculelor izolate, aflate în stare gazoasa Pentru moleculele dizolvate, cum sunt macromoleculele biologice, interactiunea cu solventul face ca liniile din bezi sa nu mai pot fi distinse 10 3 Emisia radiatiilor de catre macromolecule, luminescenta Posibilitatea de aducere a macromoleculelor în stare excitata Pentru a emite radiatii, un atom sau molecula trebuie sa se gaseasca pe un nivel energetic superior (într-o stare excitata), radiatia fiind emisa la trecerea pe un nivel energetic inferior Energia necesara excitarii poate fi termica (substante aduse la incandescenta), electrica (descarcari în gaze), chimica sau radianta (excitarea radiativa) Excitarea radiativa, prin absorbtie de cuante, este modul curent de a aduce moleculele în solutie într-o stare în care sunt capabile sa emita radiatii Dezexcitarea moleculelor În afara de dezexcitarea prin emisie de radiatii (tranzitie radiativa) o molecula poate trece pe un nivel energetic inferior prin tranzitii neradiative Tranzitiile neradiative se explica prin convertirea energiei în alte forme, cum sunt energia chimica, electrica sau mecanica de agitatie termica În acelasi lant de procese ce însoteste revenirea unei molecule la starea de energie joasa se întâlnesc ambele tipuri de desexcitari (Fig 10 2 ) Luminescenta este fenomenul de emisie a unor radiatii de lungime de unda mai mare (frecventa si energie mai reduse), în comparatie cu cele ale radiatiilor pe care substanta le-a absorbit Ea reprezinta modalitatea curenta de emisie a radiatiilor de catre moleculele aflate în solutie, la temperaturi obisnuite Faptul poate fi usor explicat daca tinem cont ca între excitarea radiativa (în care molecula absoarbe cuanta cu energia h?abs) si dezexcitarea radiativa (în care emite cuanta h?emis) au loc una sau mai multe dezexcitari neradiative, în care molecula comunica sistemului (de obicei solventului) o cantitate de energie termica, ?En Legea conservarii energiei se va scrie: h?abs = h?emis + ?En Este evident ca energiile cuantelor emise sunt mai reduse decât cele ale celor absorbite Dupa natura starii intermediare de pe care se face dezexcitarea radiativa, luminescenta poate sa se produca în doua moduri: fluorescenta si fosforescenta (Fig 10 2 ) Fluorescenta apare atunci când, dupa dezexcitarea neradiativa, electronul îsi pastreaza spinul de sens opus perechii sale, ramasa pe nivelul energetic inferior (stare singlet) Timpul de viata, ?, al electronului în aceasta stare este extrem de scurt, ? = 10-9 10-3 s Dupa acest interval de timp, toti electronii au revenit pe nivelele inferioare Practic, fenomenul dureaza numai cât timp dureaza excitarea radiativa Excitarea este realizata cu radiatii care corespund unei benzi de absorbtie intensa a substantei Indiferent de lungimea de unda aleasa pentru excitare, datorita multitudinii nivelelor de vibro-rotatie ale populatiei de molecule, lumina emisa se distribuie într-o banda Fluorescenta este produsa de majoritatea macromoleculelor aflate în solutie În cazul proteinelor, responsabili de producerea fluorescentei sunt radicalii aromatici ai unor aminoacizi (Phe, Tyr, Trp), iar în cazul acizilor nucleici toate bazele azotate Fosforescenta se produce daca pe nivelul intermediar, de pe care revine, electronul excitat se afla cu spinul în acelasi sens cu cel al electronului ramas pe nivelul inferior (stare triplet) Timpul de viata al electronului în aceasta stare poate fi mult mai lung, ? = 10-3 s ore Înseamna ca substantele fosforescente, continând o multitudine de electroni excitati, continua sa emita lumina înca mult timp dupa ce a încetat iluminarea care a produs excitarea Întrucât fosforescenta poate avea loc numai în stare solida, ea nu si-a gasit aplicatii în studiul biomacromoleculelor 10 4 Studiul macromoleculelor prin spectroscopie de absorbtie Masurarea absorbtiei radiatiilor de catre o substanta Absorbtia se exprima cantitativ cu ajutorul extinctiei (E) numita si absorbanta (A) Ea exprima gradul de atenuare a unui fascicol de luminos dupa strabaterea unui strat de substanta ce contine molecule absorbante La trecerea unui fascicol luminos de o anumita lungime de unda ?, printr-un strat de substanta cu grosimea dx, el va fi absorbit conform legii : -dI= K I dx, dI= I - I0, Unde I este intensitatea fascicolului dupa ce a strabatut stratul absorbant, dI este variatia elementara a intensitatii, K este constanta de absorbtie a mediului pentru lumina cu lungimea de unda ? Extinctia, datorata unui component din solutie, creste linear cu concentratia lui molara, C, si cu grosimea stratului de solutie strabatut, x : E = ? C x (legea Lambert si Beer) ? se numeste coeficient molar de extinctie si, pentru scopuri biologice, unitatea curenta este de M-1 cm-1, exprimata uneori ca litri/mol cm Valoarea lui nu depinde decât de natura absorbantului si de lungimea de unda la care a fost masurata Se poate demonstra ca : E = lg I0 / I = lg T, unde T este gradul de transmisie al luminii, adica T = I / I0 sau T(%) = I /I0 100 Spre exemplu, valoarea extinctiei unui fascicol luminos a carui intensitate scade de 10 ori fata de cel incident pe suprafata, va fi E=1 Se numeste curba caracteristica de absorbtie, sau spectrul de absorbtie al substantei, graficul dependentei coeficientului molar de extinctie de lungimea de unda: ? = ?(?) Informatiile oferite de curba caracteristica de absorbtie privesc: a) tipurile legaturilor si energetica lor (prin lungimile de unda la care se plaseaza maximele de absorbtie) si b) abundenta gruparilor sau legaturilor absorbante (prin valorile coeficientilor de extinctie) Ea este determinata de natura moleculei (compozitie, structura) si depinde de interactiunile (intra- sau intermoleculare) pe care le are molecula sau parti ale ei Selectarea lungimilor de unda potrivite pentru determinarea concentratiilor prin masuratori de extinctie se face utilizând monocromatoare Lungimea de unda la care se fac determinarile se alege astfel încât substanta de determinat sa prezinte absorbanta maxima iar ceilalti componenti ai amestecului sa absoarba cât mai putin (sau deloc) Trebuie mentionat ca toate corpurile apar colorate în culoarea complementara radiatiilor absorbite, deci pentru a obtine extinctia maxima pentru o solutie de o anumita culoare, trebuie ales un filtru de culoare complementara acesteia (vezi diagrama de mai jos) Fig 10 4 Diagrama culorilor complementare Gruparile cromofore reprezinta grupari de atomi, legate prin interactiuni chimice sau fizice, si care au benzi de absorbtie caracteristice Absorbtia în ultraviolet si vizibil se datoreste gruparilor cromofore reprezentate de legaturile covalente Cromo-for înseamna "purtator de culoare" Culoarea observata la o solutie strabatuta de lumina alba, se datoreste radiatiilor pe care moleculele ce o compun le lasa sa treaca (nu le absoarbe) Legatura simpla, C-C, absoarbe sub 160 nm, dar studiile la ? 2 0,511 = 1,022 MeV În practica, atenuarea prin generare de perechi depaseste în amploare celelalte fenomene la energii cu mult mai mari, neântâlnite în practica medicala, (5 MeV pentru plumb si 25 MeV pentru apa si carbon) Diferenta dintre energia fotonului si cea necesara materializarii, este regasita ca energie cinetica a electronului si pozitronului Aceasta energie este absorbita de mediu (Wabs), prin ionizari similare celor produse de radiatia ?? Spre deosebire de electron, viata pozitronului este scurta Dupa încetinirea responsabila de ionizari, la întâlnirea unui electron, perechea pozitron - electron sufera reactia de anihilare, energia particulelor transformându-se în doua cuante ?, fiecare cu h? = 0,511 MeV Aceste cuante sunt emise pe o directie oarecare, în sensuri opuse, si intra în componenta energiei difuzate (Wdif) Fotonii de anihilare pot produce, în alte zone decât cea supusa iradierii primare, efecte fotoelectrice sau, mai ales, Compton Daca ne referim numai la pierderea de energie a fascicolului incident prin generarea de perechi, aceasta se caracterizeaza prin coeficientul de atenuare lineara ?p Pierdere se datoreste în special absorbtiei de catre mediu, energia fotonilor difuzati fiind o fractiune redusa din cea a fotonilor ce a generat perechea Coeficientul global de atenuare lineara va fi suma celor trei, corespunzatoare fiercaruia dintre efecte: ? = ?f + ?C + ?p Contributia independenta la scaderea energiei radiatiei incidente depinde de energia fotonilor si de mediul strabatut În apa, fasciculele de fotonii cu diferite energii sunt atenuati dupa cum urmeaza: h????50 KeV -> predomina efectul fotoelectric 50 KeV ? h????20 MeV -> predomina efectul Compton h????20 MeV -> predomina generarea de perechi Indiferent de efectul considerat, radiatiile X si ?, prin natura lor au proprietati ionizante directe slabe Ionizarile importante sunt indirecte si se datoresc electronilor accelerati care rezulta în urma fiecaruia din cele trei efecte discutate mai sus 11 4 EFECTELE RADIOCHIMICE ALE RADIATIILOR IONIZANTE Procesele chimice care au loc dupa ionizarea unor molecule de catre radiatii se numesc efecte radiochimice Asa cum se va vedea, ionizarea conduce la ruperea legaturilor covalente simple cu formarea de radicali liberi Acestia sunt fragmente de molecula având electroni neâmperecheati (celibatari), ceea ce îi face extrem de reactivi Reactiile date de radicalii liberi sunt responsabile de toate consecintele chimice pe care le au radiatiile ionizante asupra sistemelor vii În ecuatiile chimice prezenta electronului nâmperecheat se semnaleaza cu un punct plasat în dreapta sus a radicalului, de exemplu OH (radical liber oxidril) sau H (radical hidrogen) La iradierea unui sistem viu, vor suferi ionizari atât moleculele solventului apos cât si moleculele lui biologice Apa va suferi procesul de radioliza, radicalii liberi rezultati vor da reactii care se vor repercuta, în moduri variate asupra macromoleculelor sistemului Realizându-se prin intermediul solventului, acestea se numesc efecte radiochimice indirecte Consecintele ionizarii macromoleculeor se numesc efecte radiochimice directe Efectele radiochimice indirecte ale radiatiilor ionizante Radioliza apei Ionizarea unei molecule de apa are loc dupa reactia H2O > H2O+ + e- La impactul cu particula ionizanta electronul, de masa mai mica, va avea o viteza mai mare si va fi proiectat departe de ionul de apa Din acest motiv ionii vor ramâne în vecinatatea traiectoriei particulei iar electronii împrastiati mai la distanta Fiecare din produsii de ionizare este instabil transformându-se conform reactiilor: H2O+ > H+ + OH (lânga traiectorie) e- + H2O > H + OH - (la distanta) Principalele reactii ale compusilor de radioliza Radicalii liberi formati se pot recombina oricum, dar distributia lor spatiala este putin propice re-formarii apei: H + OH > H2O În schimb, radiacalii liberi de acelasi tip se pot combina între ei: H + H > H2 (la distanta) OH + OH > H2O2 (lânga traiectorie) Daca hidrogenul molecular este netoxic, apa oxigenata (H2O2) este un agent oxidant foarte puternic, ce produce denaturarea ireversibila a proteinelor S-ar parea ca efectele denaturante ramân cantonate lânga punctele de ionizare, dar nu este asa din cauza prezentei oxigenului molecular în mediile biologice Radicalii H dau lanturi de reactii în urma carora oxigenul este fixat ca apa oxigenata: H + O2 > HO2 (radical peroxid de hidrogen, oxidant extrem de puternic) 2 HO2 > H2O2 + O2 H + O2 > HO2 s a m d Radicalii hidroxil si peroxid pot fi responsabili si de oxidarea unor grupari din structura moleculelor organice, mai ales a celei -SH, cu formarea unor punti -S-S -, dupa reactiile generale: R1-SH + HS-R2 + 2 OH > R1-S-S-R2 + 2 H2O R1-SH + HS-R2 + 2 HO2 > R1-S-S-R2 + 2 H2O2 Rezultatul acestor reactii este aparitia în timp a unor macromolecule cu structuri primare alterate si modificate ca functie Efectele radiochimice directe ale radiatiilor ionizante Moleculele organice, la fel ca si moleculele de apa pot fi ionizate la nivelul unei legaturi, urmarea fiind ruperea ei si aparitia unor radicali liberi organici susceptibili de a se combina între ei si/sau cu cei rezultati din radioliza apei Daca luam cazul a numai doua molecule organice afectate rezulta 4 radicali liberi: Ra-Rb > Ra + Rb Rc-Rd > Rc + Rd Acesti radicali se pot lega între ei în orice combinatie si, în plus, fiecare poate aditiona radicali H sau OH din mediul apos Rezulta ca sansa de refacere a moleculelor originale este foarte mica în raport cu cea de aparitie a unora modificate Adesea, în cazul unor molecule complexe, excesul de energie nu ramâne localizat si sa rupa legatura, ci se distribuie la mai multe legaturi sau se transfera de la o molecula la alta Aceste reactii de transfer a energiei nu sunt imediate Uneori starile active persista mai multe ore sau zile si reactiile radiochimice se prelungesc mult dupa iradiere Astfel de post-efecte sunt foarte evidente la proteine si acizi nucleici Oxigenul din mediu produce peroxidarea în lant a macromoleculelor, similar mediului apos, conform reactiilor: Ra-H + OH > Ra + H2O Ra + O2 > RaO2 (radical peroxid organic) Rb-H + RaO2 > RaOOH + Rb Rb + O2 > RbO2 Rc-H + RbO2 > RbOOH + Rc Rc + O2 s a m d S-a putut, pornind de la o singura ionizare, sa se puna în evidenta formarea unui lant de 70 de peroxizi organici Actiunea asupra proteinelor Proteinele sunt denaturate prin fragmentari, polimerizari, peroxidari si formari de punti disulfidice Efectele cele mai nocive asupra functiilor celulare sunt produse prin inactivarea enzimelor Actiunea asupra acizilor nucleici Modificarile radiochimice ale acizilor nucleici sunt foarte complexe Alterarea structurii chimice a bazelor azotate produce disocierea dublelor helixuri datorita imposibilitatii de asociere a bazelor în perechi Pe de alta parte, fiecare dintre lanturile dublului helix poate suferi ruperi Frecventa ruperilor unui singur lant este de 10 ori mai mare decât cea a ruperii în acelasi loc a ambelor lanturi Faptul are importanta fiindca în primul caz moleculele pot fi reparate, pe când în al doilea nu Asa se explica sensibilitatea crescuta la radiatii a organismelor haploide (cu stocare a informatiei genetice într-un singur lant AND) fata de cele diploide (când stocarea se face într-un dublu helix) Ruperile, chiar pe un singur lant, daca nu sunt reparate rapid, pot conduce la ramificari cu adoptarea de structuri tridimensionale, nerecognoscibile biochimic Degradarea radiochimica a acizilor nucleici este responsabila de efectele asupra sintezelor celulare (alaturi de inactivarea enzimelor) si, într-o faza ulterioara, de cele genetice 11 5 EFECTELE BIOLOGICE ALE RADIATIILOR IONIZANTE Aparitia efectelor biologice la organismele expuse radierii este rezultatul desfasurarii în timp a trei faze: Faza reactiilor elementare, foarte scurta, de ordinul a 10-15 secunde, care corespunde la a) interactiunea primara care are ca rezultat excitarea si ionizarea moleculelor si b) la reactiile radio-chimice prin care apar radicali liberi si rupturi moleculare Ea nu este influentata de temperatura Faza reactiilor chimice, care dureaza de la câteva secunde la mai multe ore În timpul ei, radicalii liberi si moleculele excitate reactioneaza între ele si cu alte molecule Viteza acestor reactii creste cu temperatura, din care cauza se mai numeste faza termosensibila Faza modificarilor functiilor si structurilor celulare corespunde efectelor manifeste ale bolii de iradiere Acest stadiu biologic poate dura de la câteva ore la mai multi ani (Subiectii puternic iradiati în noaptea accidentului de la Cernobâl au sucombat pâna a doua zi la amiaz, pe când unele dintre victimele bombardamentului de la Hirosima au supravietuit cu simptome manifeste 10 20 de ani ) Studiile experimentale asupra culturilor de celule iradiate cu doze creascatoare de radiatii au condus la urmatoarele concluzii privind unele functii celulare: Functia celulara Doze mici Doze mari Cresterea accelerata diminuata Mitoza încetinita oprita Moatea celulara tardiva precoce Este necesara o precizare a sensului terminologiei utilizate pentru moarte celulara Moartea celulara precoce înseamna ca în urma iradierii mor chiar celulele iradiate Moartea celulara tardiva caracterizeaza populatia care este condamnata sa dispara la tentativa de reproducere a descendentilor de generatia a II-a, a III-a, a IV-a etc Ea semnifica faptul ca celulele iradiate îsi pierd capacitatea de reproducere indefinita Primele constatari asupra radiosensibilitatii au fost facute de Bergonie-Tribondeau în 1906 El a enuntat o "lege" care sumarizeaza caracteristicile celulelor susceptibile la efecte letale: O populatie de celule este cu atât mai sensibila le radiatii cu cât 1) are viteza proceselor metabolice mai mare; 2) este iradiata într-o faza mai precoce a mitozei si 3) este mai nediferentiata Sunt "nediferentiate" celulele care au un viitor cariocinetic lung, deci morfologia si functiile nu sunt definitiv fixate Aceasta lege ofera un ghid simplu pentru masurile de radioprotectie medicala si pentru întelegerea cazurilor în care se practica radioterapia Radioprotectia impune sa nu fie expuse radiatiilor tesuturile sanatoase sensibile: cele embrionare, cele hematopoetice, gonadele, epiderma si mucoasa intestinala Pe de alta parte, beneficiaza de radioterapie tumorile cu celule de radiosensibilitate mare Acestea sunt, în general, sarcoamele (în special blastoamele) care sunt tumori cu celule derivate din tesuturile mezenchimale (nediferentiate) Acestea satisfac în foarte buna parte cerintele specificate de Bergonie-Tribondeau 11 6 UTILIZAREA DETECTORULUI GEIGER-MÜLLER SAU A DETECTORULUI CU SCINTILATIE PENTRU DETERMINAREA VARIATIEI CU DISTANTA A FLUXULUI DE RADIATII Emiterea spontana de radiatii alfa, beta si gamma de catre unele nuclee se numeste radioactivitate naturala Prin emiterea unei particule alfa are loc o transformare a elementului dat într-un alt element pentru ca numarul de ordine al elementului scade cu 2 unitati, iar cel de masa cu 4 unitati Exemplu: În general: ZAX 24He + Z-2A-4 Y În cazul emiterii de radiatii beta numarul de masa A ramâne constant, iar numarul de ordine Z creste cu o unitate Exemplu: În general: + Particulele beta emise, nu se gasesc în nucleu, ele apar în timpul tranzitiei de la proton în neutron si invers când se emit si particule de masa si sarcina zero numite neutrino si antineutrino Exemplu: + +10 ß +o La emisia radiatiilor gamma, numarul atomic si cel de masa ramân constante, deoarece nucleul trece dintr-o stare excitata la una normala Daca la un moment dat t = 0, exista N0 nuclee radioactive, dintr-un element oarecare, atunci numarul de nuclee ramase nedezintegrate N, dupa timpul t (în sec ) va fi: N = N0 e-t, unde este constanta de dezintegrare Valoarea ei depinde numai de structura interna, specifica fiecarui radionuclid, nu si de conditiile exterioare Legea de mai sus ne indica faptul ca numarul de nuclee ramase nedezintegrate scad exponential cu timpul Pentru a caracteriza stabilitatea nucleului se utilizeaza în loc de , timpul de înjumatatire T1/2 El reprezinta intervalul de timp în care se dezintegreaza jumatate din numarul de nuclee initiale, N 0/2 , deci relatia va fi: = N0 e- t T1/2 = Timpul de înjumatatire este foarte diferit de la un nucleu la altul, fiind cuprins între 109 ani si câtevas (microsecunde) emple de timpi de injumatatire Alta marime folosita în practica este activitatea unei surse radioactive, notata cu si definita ca numarul de dezintegrari care au loc într-o secunda, într- o cantitate de substanta radioactiva Activitatea este deci data de scaderea în timp a numarului de nuclee instabile N: = - = N Activitatea se masoara în dezintegrari pe secunda O dezintegrare pe secunda se numeste becqerel ( Bq) În practica e foloseste Curie, 1 Ci = 3,7 1010 dez/sec sau Bq Pentru a pune în evidenta si pentru a masura radiatiile nucleare se folosesc detectoare de radiatii Detectoarele de radiatii se bazeaza pe faptul ca radiatiile alfa, beta si gama produc direct sau indirect o cantitate de ioni prin mediile prin care trec Nucleele care apar în urma dezintegrarii alfa si beta sunt în general excitate si revin instantaneu la starea fundamentala prin emisia de fotoni gamma Exista însa si nuclee care ramân în stare excitata un timp mai îndelungat, stare metastabila Aceste nuclee dau nastere la o radioactivitate gamma veritabila, caracterizata prin propria perioada Un fascicul de radiatii emis de o sursa radioactiva, dupa ce a strabatut un mediu oarecare poate fi caracterizat prin viteza de numarare produsa într-un detector adecvat: V = Pentru cazul când ne intereseaza mai mult efectele biologice produse de catre radiatiile, alfa, beta sau gama se folosesc alte marimi ca: doza de ioni (masurata în Röentgen), doza de energie absorbita ( masurata în Gray), sau doza biologica ( masurata în Sievert) etc La trecerea radiatiilor printr-un mediu oarecare ele sunt aborbite si intensitatea lor scade exponential cu distanta parcursa în mediu conform relatiei: I = Io e - unde I0 este intensitatea fluxului incident, I intensitatea fluxului emergent, coeficientul de atenuare, iar x distanta parcursa prin mediul studiat Put 11 Puterea penetranta a radiatiilor: Puterea p Hârtie Lemn Beton Coeficientul se poate determina masurând vitezele de numarare ale contorului, V2 si V1, corespunzatoare grosimilor stratului parcurs x2 si x1, folosind expresia: = k Pentru a elimina valoarea constantei k, se fac masuratori relative pentru doua materiale, cunoscând coeficientul de atenuare al unuia dintre ele Pentru fier = 0,455 cm-1, iar pentru plumb = 0,3 cm-1 Detectorii se clasifica dupa principiul lor de functionare Un dectector este format din doua parti: a) un mediu în care radiatia produce un efect specific (scintilatii, ionizari, efect fotoelectric sau efect Compton) si b) un sistem de înregistrare a efectului produs de radiatii Detectorii cu scintilatii se bazeaza pe aparitia de scintilatii în cristalele anorganice sau organice, atunci cînd acestea sunt lovite de particulele respective Fotonii scintilatilor sunt înregistrati cu ajutorul unui fotomultiplicator producându-se un impuls de tensiune Amplitudinea impulsului este proportionala cu numarul de scintilatii deci cu energia lor Din acest motiv detectorul cu scintilatii se foloseste atât la numararea particulelor emise cât si la masurarea energiei lor Detectorul Geiger- Muller este un detector cu ionizari în gaz El este constituit dintr-un tub metalic - catodul- si un fir central-anodul- ambele fiind introduse într-un cilindru de sticla, etans Amestecul de gaze contine în general heliu sau argon plus vapori de alcool etilic Datorita simetriei cilindrice, intensitatea câmpului în jurul anodului va scadea rapid odata cu distanta fata de aceasta Între cei doi electrozi se aplica o diferenta de potential relativ mare, pâna la 2500 V Radiatiile alfa si beta ionizeaza direct gazul din tub, pe când radiatiile gama ionizeaza gazul indirect prin electronii secundari Schema detectorului (contorului) Geiger-Muller: ubul Geiger-Muller Utilizarea detectorului cu semiconductori "RADIATION ALERT" Acest tip de detector portabil are tubul GM încasat în instrument La intrarea unui flux de particule ionizante în tub, acesta va declansa un impuls electronic care este semnalizat prin aparitia unei lumini rosii si printr-un semnal sonor Fondul cosmic existent permanet poate fi înregistrat în fiecare minut si are valori între 5 - 25 impulsuri pe minut, depinzând de locatie si de altitudine Se selecteaza nivelul de alerta la pozitia X1, iar daca numaratorul depaseste scala aparatului se trece la nivelurile superioare X10, X100 Semnalul sonor poate fi auzit actionând butonul ON/OFF/AUDIO Se observa ca atât indicatorul vizual de pe ecran cât si cel audio diminueaza progresiv pe masura ce se trece la nivele superioare de alerta Pentru a determina ce tip de radiatie (alfa, beta sau gamma) provine de la o anumita sursa, procedam astfel: - detectorul se pozitioneaza vertical cu partea din spate în apropierea sursei, iar daca se înregistreaza un semnal, el poate proveni de la radiatia gamma sau beta de energie mare (deoarece razele gamma de energie joasa si razele X cu energie de 10-40 keV nu pot penetra peretele tubului GM, dar pot patrunde prin fereastra) - Se plaseaza o folie de aluminiu între instrument si sursa, iar daca indicatia ecranului se modifica, este vorba de radiatie beta Majoritatea izotopilor contin atât radiatie gamma cât si beta - Daca în pozitia de mai sus nu se inregistreaza semnal, se pozitioneaza instrumentul cu fereastra spre sursa Semnalul înregistrat poate proveni în acest caz de la radiatie alfa, beta sau gamma de energie joasa Daca se plaseaza o foaie de hârtie între fereastra si sursa, iar semnalul înceteaza, este vorba despre radiatie alfa Intervalul de operare al instrumentului: 0-50 mR/h = miliRoentgens per ora, sau 0-500 µSv/h = microSieverts per ora (gamma si X) si 0-50000 CPM = counts per minute (alfa si beta) Sensibilitatea instrumentului având ca referinta izotopul 60Co este de 25 impulsuri/sec/1mR/h Daca se utilizeaza pentru detectia 125 I, se recomanda 0 5 mCi sau mai mult Nivelul minim detectie este în acest caz aproximativ 0 02 µCi Fig 11 3 a) Panoul frontal al detectorului de radiatii b) Pozitionarea sursei de radiatii fata de detector Modul de lucru: a) Indiferent ce tip de radiatie urmeaza a fi detectata, se va face o determinare initiala a fondului cosmic, adica numarul de impulsuri/100 secunde înregistrate de instrument în lipsa sursei studiate La fiecare 100 secunde se noteaza valoarea (timp de cinci minute) si apoi se va face media, care reprezinta de fapt fondul cosmic Determinarea numarului de particule radioactive care ajung la detector se face plasând sursa succesiv la diferite distante: 20 cm, 15 cm, 10 cm, 5 cm, 1 cm Se înregistreaza de fiecare data numarul de impulsuri / 100 secunde, repetându-se masuratorile de cateva ori si apoi se face media pentru fiecare distanta aleasa Numarul de particule care provin exclusiv de la sursa se afla prin scaderea fondului cosmic din valoarea medie a impusurilor pentru fiecare distanta Se va reprezenta grafic numarul de impulsuri provenite de la sursa, în functie de distanta, iar din grafic se va determina distanta de înjumatatire Se completeaza tabelul urmator: Distanta sursa -contor cm Nr impulsuri/100 sec Masurat Media Nr imp /100sec provenite de la sursa (media) Infinita(fond cosmic) 0 1cm 5 cm 10 cm b) Se fixeaza distanta dintre sursa radioactiva si detector la una din valorile de mai sus Se introduc pe rând, între sursa si detector, placi de plumb de diferite grosimi si se înregistreaza de fiecare data numarul de impulsuri Se va reprezenta grafic numarul de impulsuri provenite de la sursa în functie de grosimea stratului de material absorbant, iar din grafic se va determina distanta de înjumatatire Apoi se va calcula coeficientul de atenuare µ conform relatiei X1/2 = = CUPRINS I PROPRIETATILE GENERALE ALE LICHIDELOR 1 Determinarea coeficientului de tensiune superficiala a lichidelor 1 2 Determinarea coeficientului de vâscozitate 6 3 Densimetrie 11 4 Metode calorimetrice 18 II MASURAREA PROPRIETATILOR ELECTRICE ALE LICHIDELOR BIOLOGICE 5 Conductometrie 25 6 Studiul unei pile de concentratie 32 III PROPRIETATI OPTICE ALE LICHIDELOR BIOLOGICE 7 Determinarea indicelui de refractie al unei solutii cu ajutorul refractometrului ABBE 38 8 Determinarea concentratiilor solutiilor optic active cu ajutorul polarimetrului 45 9 Microscopie optica Ochiul-un sistem optic complex 58 10 Spectrofotometrie Absorbtia si emisia radiatiilor de catre molecule 80 Utilizarea spectrofotometului UV-VIS pentru trasarea unei curbe de etalonare si determinarea diferitelor forme ale hemoglobinei în solutii si în sânge 89 IV INTERACTIUNEA RADIATIILOR CU MATERIA VIE 11 Clasificarea radiatiilor Surse de radiatii 111 Efectele radiatiilor neionizante 114 Interactiunea radiatiilor ionizante cu materia vie, efecte radiochimice 125 Utilizarea detectorului Geiger-Muller sau a detectorului cu scintilatie pentu determinarea variatiei cu distanta a fluxului de radiatii 130 BIBLIOGRAFIE SELECTIVA SIMONA CAVALU Colaboratori : Pop Leontin Loredana Bât EDITURA UNIVERSITATII DIN ORADEA 2006 1 Trebuie notat ca sensul rotirii elicii luminii circular polarizate, luata în sensul de propagare, este invers celui considerat uzual, adica atunci când privim spre sursa - - 138 140 